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El síndrome de distrés respiratorio agudo (SDRA) se caracteriza por edema pulmonar y 
colapso alveolar que conduce a hipoxemia arterial grave. Las causas más frecuentes de 
SDRA son la sepsis y los traumatismos. Aunque las estrategias protectoras de soporte 
ventilatorio y hemodinámico han permitido mejorar el pronóstico, la mortalidad 
asociada se mantiene intolerablemente elevada por lo que el descubrimiento de nuevos 
tratamientos efectivos tendría un gran impacto en la supervivencia de los pacientes. 
Además, la existencia de disfunción vascular pulmonar es un factor independiente 
asociado a un peor pronóstico en estos pacientes.  
 
Los esfingolípidos son componentes estructurales de las membranas, que regulan la 
dinámica de éstas y forman parte de los microdominios de membrana denominados 
balsas lipídicas de membrana (“lipid rafts”). Los esfingolípidos actúan también como 
segundos mensajeros intracelulares implicados en la regulación de procesos celulares 
clave como la diferenciación, el crecimiento, la apoptosis o la inmunidad innata y 
adquirida. Estudios previos sugieren que la ceramida producida por la esfingomielinasa 
(SMasa) neutra (nSMasa) está implicada en la regulación del tono vascular pulmonar. 
Además, la esfingomielinasa ácida (aSMasa) se encuentra elevada en pacientes en 
estado crítico. Las evidencias acumuladas durante los últimos años sugieren que los 
esfingolípidos podrían desempeñar un papel en el SDRA. La imipramina o su análogo 
desipramina y el D609 son compuestos no relacionados químicamente que tienen en 
común su capacidad de inhibir la esfingomielinasa ácida. 
La quercetina y otros flavonoides relacionados son compuestos presentes en frutas y 
verduras. Se ha propuesto que a través de sus acciones antioxidantes, antiinflamatorias y 
a su capacidad para modular un gran número de enzimas y receptores, su consumo 
puede reducir el riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares, diabetes o 
enfermedades neurodegenerativas. Estudios recientes sugieren que la quercetina, 
probablemente a través de la inhibición de la liberación de las proteínas nucleares del 
grupo 1 de alta movilidad (high-mobility group box 1; HMGB1), atenúa la inflamación 
sistémica y reduce la mortalidad en un modelo de endotoxemia en rata. 
 
Hipótesis y objetivos 
 
La hipótesis general que nos planteamos en esta Tesis Doctoral es que la mortalidad y 
la respuesta inflamatoria vascular pulmonar asociadas al daño pulmonar agudo inducido 
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por endotoxina o por traumatismo y hemorragia se pueden prevenir mediante 
inhibidores de la aSMasa y/o quercetina. 
 
El objetivo general de esta Tesis Doctoral es, por lo tanto, la caracterización del papel 
de la aSMasa en daño pulmonar agudo y la identificación de posibles estrategias 
farmacológicas. 
 
Material y métodos  
 
Se ha utilizado un modelo de exposición in vitro a endotoxina con anillos de arteria 
pulmonar (AP) y cultivos primarios de células del músculo liso vascular (CMLVAP) de 
rata. Las células o los anillos arteriales se incubaron durante 24 horas en medio DMEM 
en ausencia (control) o presencia de LPS, SMasa bacteriana (Bacillus cereus) o IL-6. En 
algunos experimentos, las células se incubaron 30-60 minutos antes de la adición del 
estímulo en presencia o ausencia de diferentes fármacos moduladores de la respuesta 
inflamatoria (el glucocorticoide dexametasona, el inhibidor de TAK-1 5z-7-oxozeaenol, 
el inhibidor de iNOS 1400W, el inhibidor del receptor TLR4 TAK-242 o el antagonista 
de los receptores de serotonina 5-HT2A sarpogrelato) y del metabolismo de 
esfingolípidos (los inhibidores de aSMasa desipramina y D609). 24 horas después del 
tratamiento se analizó la reactividad vascular (mediante el uso de miógrafos 
isométricos) y se determinaron los niveles de mediadores inflamatorios, IL-6 o nitrito, 
en el medio de cultivo (mediante ELISA o la reacción de Griess). Asimismo, se 
determinó mediante inmunocitoquímica la producción de ceramida en CMLVAP 
frescas extraídas mediante digestión enzimática.  
El potencial terapéutico de los inhibidores de SMasa ácida (D609 e imipramina) o de la 
quercetina se evaluó en un modelo de SDRA inducido por la instilación intratraqueal de 
LPS y en un modelo de shock hemorrágico traumático en rata. En el modelo de LPS, 30 
minutos antes de instilar LPS (300 μg/Kg peso) o solución salina por vía intratraqueal, 
se administró i.p. el vehículo (DMSO) o D609 (50 mg/Kg de peso corporal) y se 
realizaron las determinaciones y se tomaron muestras después de 4 h. El protocolo del 
modelo de shock traumático y hemorrágico incluyó laparotomía durante 15 minutos 
(trauma), shock hemorrágico (extracción sanguínea hasta una presión arterial media de 
35 mmHg) durante 75 minutos y la resucitación mediante la re-infusión de la sangre 
extraída más Ringer lactato durante 90 min. Los fármacos (D609 20 mg/kg, imipramina 
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1 mg/kg o quercetina 50 mg/kg) y el vehículo (DMSO) se administraron por vía 




El LPS indujo la activación de la aSMasa en CMLVAP. La inhibición de esta enzima 
por D609 o desipramina o el silenciamiento de la expresión del gen que codifica la 
enzima (SMPD1) previno la producción de IL-6 en las CMLVAP. Este efecto se 
previno también por TAK-242, glucocorticoides, 5z-7-oxozeaenol y sarpogrelato, pero 
fue independiente de iNOS. La SMasa exógena reprodujo los efectos del LPS y su 
efecto se previno con los mismos inhibidores (con la excepción del TAK-242). 
El LPS redujo la capacidad de los vasos para contraer en respuesta a KCl o fenilefrina e 
inhibió la vasoconstricción pulmonar hipóxica (VPH), potenció la vasoconstricción 
pulmonar inducida por la serotonina y redujo la relajación dependiente de endotelio 
inducida por la acetilcolina (ACh). Además, el tratamiento con SMasa exógena o IL-6 
reprodujo los efectos inducidos por el LPS sobre la VPH, la función endotelial y la 
vasoconstricción pulmonar inducida por serotonina, a pesar de no modificar las 
respuestas contráctiles inducidas por KCl o fenilefrina. La incubación de las AP de rata 
con dexametasona y 1400W previno la hiporrespuesta a KCl y a hipoxia, mientras que 
el 5z-7-oxozeaenol no fue capaz de prevenir estas alteraciones. Por el contrario, el D609 
produjo una hiperrespuesta a hipoxia en las AP de rata y humanas. Aunque la SMasa 
exógena y la IL-6 no modificaron la capacidad de los vasos aislados para contraer a 
KCl, estos dos factores inhibieron significativamente la vasoconstricción hipóxica. El 
LPS indujo una hiperrespuesta a serotonina que fue parcialmente sensible a 
dexametasona, insensible a 1400W y que se previno por el 5z-7-oxozeaenol y el D609. 
La IL-6 y la SMasa exógena indujeron un aumento en la contracción en respuesta a 5-
HT. El LPS produjo también una hiporrespuesta a fenilefrina que se revertió 
completamente por la dexametasona y el 1400W. Ni la IL-6 ni la SMasa exógena 
afectaron de forma significativa la contracción a fenilefrina. El LPS, la SMasa y la 
exposición aguda a IL-6 indujeron disfunción endotelial en los anillos de AP de rata, 
que se previno por el inhibidor de la aSMasa D609, por el inhibidor de iNOS 1400W y 
por el glucocorticoide dexametasona, pero no por el inhibidor de TAK-1 5z-7-
oxozeaenol. En las arterias pulmonares humanas el LPS también disminuyó la respuesta 
a ACh y el D609 revirtió este efecto.  
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La instilación intratraqueal de LPS estimuló la actividad aSMasa pulmonar, aumentó la 
presencia de marcadores de inflamación e indujo un aumento de la presión arterial 
pulmonar (PAP). La inhibición de la aSMasa con D609 (administración i.p. 50 mg/Kg) 
previno estos efectos. 
En el modelo de shock hemorrágico traumático se produjo también un aumento de 
actividad de la aSMasa. Los tres fármacos impidieron el desarrollo de edema pulmonar, 
pero solo la imipramina previno significativamente el aumento de las proteínas totales 
en el líquido broncoalveolar (LBA) y la imipramina y el D609 previnieron el aumento 
de IgM en el LBA. Ninguno de los fármacos previnieron la hipoxemia y sólo 
parcialmente la hipotensión. La escasa presencia de marcadores inflamatorios y la 
ausencia de evidencias histológicas y de translocación bacteriana nos sugirió que el 
modelo de shock hemorrágico traumático indujo un daño pulmonar leve por lo que el 




1. La exposición a LPS induce una activación de la aSMasa en el músculo liso vascular 
pulmonar, aumentado la síntesis de ceramida. La exposición a SMasa exógena 
reproduce muchos de los efectos del LPS incluyendo la producción de IL-6, la 
hiperrespuesta vascular a la 5-HT, la disfunción endotelial y la inhibición de la VPH.  
 
2. La activación de la aSMasa por el LPS está implicada en la producción de IL-6 a 
través de un mecanismo sensible a glucocorticoides en el que intervienen la TAK-1 y 
los receptores de serotonina 5HT2A, pero independiente de iNOS. 
  
3. La inhibición de la vasoconstricción pulmonar hipóxica y la disfunción endotelial 
inducida por el LPS tanto en arterias pulmonares de rata como en humanas implica la 
activación de la aSMasa, es sensible a glucocorticoides e inhibidores de la iNOS pero 
independiente de TAK-1.  
 
4. La hiperrespuesta vascular a serotonina inducida por LPS es dependiente de la 
aSMasa y de TAK-1, es parcialmente sensible a glucorticoides e independiente de 
iNOS. El LPS produce también una hiporrespuesta vascular a fenilefrina que no se 
reproduce por SMasa exógena.  
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5. La administración intratraqueal de LPS aumenta la actividad pulmonar de la aSMasa. 
Este efecto está implicado en el aumento de IL-6 en LBA, de la actividad de la 
mieloperoxidasa en pulmón y de la PAP. Sin embargo, el desarrollo de edema 
pulmonar y el aumento en la producción de IL-1β en LBA, son independientes de la 
aSMasa. 
 
6. En el modelo de shock hemorrágico traumático se produce un aumento de la 
actividad de aSMasa. La quercetina y los inhibidores de la aSMasa imipramina y 
D609 previenen parcialmente la hipotensión, la alteración de la permeabilidad capilar 
pulmonar y el desarrollo de edema pulmonar, mientras que ninguno de los fármacos 
previene la hipoxemia. 
 
7. En conjunto, la aSMasa es una nueva vía de señalización del LPS implicada en 
procesos inflamatorios y en disfunción vascular pulmonar. Los resultados de esta 
Tesis Doctoral sugieren que la aSMasa podría representar una posible diana 










































The acute respiratory distress syndrome (ARDS) is characterized by pulmonary oedema 
and alveolar collapse leading to severe arterial hypoxemia. The most common causes of 
ARDS are sepsis and trauma. Although the strategies of protective mechanical 
ventilation and hemodynamic support have improved patient outcome, mortality 
remains unacceptably high, so the discovery of new effective treatments could have a 
major impact on patient survival. Moreover, the existence of pulmonary vascular 
dysfunction is independently associated with a worse prognosis in these patients. 
Sphingolipids are structural components of membranes that regulate its dynamics and 
form membrane microdomains called lipid rafts. Sphingolipids also act as intracellular 
second messengers involved in the regulation of key processes such as cell 
differentiation, growth, apoptosis or innate and acquired immunity. Some evidence has 
accumulated in recent years regarding the possible role of sphingolipids in lung 
diseases, including ARDS. Previous studies suggest that ceramide produced by neutral 
sphingomyelinase (nSMase) is involved in the regulation of pulmonary vascular tone. In 
addition, acid sphingomyelinase (aSMase) is elevated in critically ill patients. 
Imipramine or its analogue desipramine and D609 are not chemically related 
compounds, which inhibit acid sphingomyelinase. 
Quercetin and other related flavonoids are compounds present in fruits and vegetables. 
It is proposed that through its antioxidant and anti-inflammatory action and its ability to 
modulate a large number of enzymes and receptors, its consumption within the diet can 
reduce the risk of cardiovascular disease, diabetes or neurodegenerative diseases. 
Recent studies suggest that quercetin, probably through the inhibition of the release of 
high-mobility group box 1 nuclear proteins (HMGB1), attenuates the systemic 
inflammation and reduces mortality in a rat model of endotoxemia. 
 
Hypothesis and aim 
 
The general hypothesis of this thesis is that mortality and pulmonary vascular 
inflammatory response associated with acute lung injury induced by endotoxin or by 
trauma and hemorrhage can be prevented by aSMase inhibitors and/or quercetin. 
 
The general aim of this thesis is to characterize the role of aSMase in acute lung injury 





Materials and methods 
 
We used a model of endotoxin exposure in vitro in pulmonary artery rings (PA) and 
primary cultures of rat pulmonary artery smooth muscle cells (rPASMCs). Cells or PA 
rings were incubated for 24 hours in DMEM medium in the absence (control) or 
presence of LPS, bacterial SMase (Bacillus cereus) or IL-6. In some experiments, cells 
were incubated 30-60 minutes before the addition of stimuli with different drugs 
modulating the inflammatory response (the glucocorticoid dexamethasone, the TAK-1 
inhibitor 5z-7-oxozeaenol, the iNOS inhibitor 1400W, the TLR4 receptor inhibitor 
TAK-242 or the 5-HT2A serotonergic receptor antagonist) and the sphingolipid 
metabolism (the aSMase inhibitors desipramine and D609). 24 hours after treatment, 
vascular reactivity was analyzed (using isometric myograph) and the levels of 
inflammatory mediators (IL-6 or nitrite) were determined in the culture medium (by 
ELISA or Griess reaction). Ceramide was also quantified in fresh rPASMCs extracted 
with enzymatic digestion by immunocytochemistry. 
The therapeutic potential of aSMase inhibitors (D609 and imipramine) or quercetin was 
evaluated in a rat model of ARDS induced by intratracheal instillation of LPS and in a 
rat model of traumatic hemorrhagic shock. In the model of LPS, 30 minutes before 
intratracheal instillation of LPS (300 μg/Kg body weight) or saline solution, vehicle 
(DMSO) or D609 (50 mg/kg body weight) were administered intraperitoneally. After 4 
hours, determinations were performed and samples were collected. The protocol of 
traumatic hemorrhagic shock model included laparotomy for 15 minutes (trauma), 
hemorrhagic shock (blood withdrawal to reduce the mean arterial pressure to 35 mmHg) 
for 75 minutes and resuscitation by re-infusion of all the shed blood plus lactate Ringer 
for 90 min. The drugs (D609 20 mg/kg, imipramine 1 mg/kg or quercetin 50 mg/kg) and 




LPS induced aSMase activation in rPASMCs. The inhibition of this enzyme, by D609, 
desipramine or silencing of the gene encoding the enzyme (SMPD1), prevented the 
production of IL-6 induced by LPS in rPASMCs. This effect was also inhibited by 




iNOS. Exogenous SMase reproduced the effects of LPS and its effect was prevented 
with the same inhibitors (except for TAK -242).  
LPS reduced the ability of the vessels to contract in response to KCl or phenylephrine 
and inhibited hypoxic pulmonary vasoconstriction (HPV), potentiated pulmonary 
vasoconstriction induced by serotonin and reduced the endothelium-dependent 
relaxation induced by acetylcholine (ACh). Furthermore, the treatment with exogenous 
SMase or IL-6 reproduced the effects induced by LPS on HPV, endothelial function and 
pulmonary vasoconstriction induced by serotonin, although it did not alter the 
contractile responses induced by KCl or phenylephrine. The incubation of rat PA with 
dexamethasone and 1400W prevented the hyporesponsiveness to KCl and hypoxia, 
whereas 5z-7-oxozeaenol was unable to inhibit these disorders. On the other hand, 
D609 produced hyperresponsiveness to hypoxia in rat and human PA. Although 
exogenous SMase and IL-6 did not modify the ability of isolated vessels to contract in 
response to KCl, both of them significantly inhibited the hypoxic vasoconstriction. LPS 
induced hyperresponsiveness to serotonin, which was partially sensitive to 
dexamethasone, insensitive to 1400W and it was prevented by the 5z-7-oxozeaenol and 
D609. IL-6 and exogenous SMase induced an increase in contraction in response to 5-
HT. 
LPS also produced hyporesponsiveness to phenylephrine which was completely 
reverted by dexamethasone and 1400W. Neither IL-6 or exogenous SMase significantly 
affected the contraction to phenylephrine. LPS, SMase and acute exposure to IL-6 
induced endothelial dysfunction in rat PA rings, which was prevented by the aSMase 
inhibitor D609, the iNOS inhibitor 1400W and the glucocorticoid dexamethasone, but 
not by the TAK-1 inhibitor 5z-7-oxozeaenol. In human pulmonary arteries, LPS also 
decreased the response to ACh and D609 reverted this effect. 
Intratracheal instillation of LPS augmented lung aSMase activity, increased the 
presence of inflammatory markers and induced an increase in pulmonary arterial 
pressure (PAP). The inhibition of aSMase with D609 (intraperitoneal administration, 50 
mg/Kg) prevented this effect. 
In the model of traumatic hemorrhagic shock, lung aSMase activity was also increased. 
All three drugs prevented the development of pulmonary oedema, but only imipramine 
significantly inhibited the increase in total protein content in bronchoalveolar lavage 
fluid (BALF) and imipramine and D609 prevented the IgM increase in BALF. None of 




presence of inflammatory markers and the absence of histological evidences and 
bacterial translocation suggested that the model of traumatic hemorrhagic shock induced 




1. The exposure to LPS induces aSMase activation in pulmonary vascular smooth 
muscle, increasing ceramide synthesis. The exposure to exogenous SMase 
reproduces many of the effects induced by LPS, including IL-6 production, vascular 
hyperresponsiveness to 5-HT, endothelial dysfunction and HPV inhibition. 
2. aSMase activation by LPS is involved in IL-6 production through a mechanism 
sensitive to glucocorticoids in which TAK-1 and 5-HT2A serotonin receptors are 
involved, but independent of iNOS. 
3. The inhibition of hypoxic pulmonary vasoconstriction and endothelial dysfunction 
induced by LPS in both rat and human pulmonary arteries involves aSMase 
activation, it is sensitive to glucocorticoids and iNOS inhibitors, but independent of 
TAK-1. 
4. The vascular hyperresponsiveness to serotonin induced by LPS is dependent on 
aSMase and TAK-1, partially sensitive to glucocorticoids and independent of iNOS. 
LPS also produces vascular hyporesponsiveness to phenylephrine, which is not 
induced by exogenous SMase.  
5. Intratracheal administration of LPS increases lung aSMase activity. This effect is 
involved in the increase of IL-6 in BALF, mieloperoxidase activity in lung and PAP. 
However, the development of pulmonary oedema and the increased production of IL-
1β in BALF are independent of aSMase. 
6. In the model of traumatic hemorrhagic shock the aSMase activity is also increased. 
Quercetin and aSMase inhibitors imipramine and D609 partially prevent 
hypotension, impaired pulmonary capillary permeability and the development of 
pulmonary oedema, while neither of these drugs prevent hypoxemia. 
7. In summary, the aSMase is a new LPS signaling pathway involved in inflammatory 




aSMase could represent a potential therapeutic target in ALI associated to bacterial 














































El síndrome de distrés respiratorio agudo (SDRA) y el daño pulmonar agudo (DPA) 
fueron descritos por primera vez en el año 1967 [Ashbaugh et al., 1967]. En la 
definición aprobada por la Conferencia de Consenso Americano-Europeo (AECC) del 
año 1994, se definen DPA y SDRA por la aparición repentina de hipoxemia con 
presencia de infiltrados pulmonares difusos, siendo el DPA la forma más leve. El grado 
de hipoxemia se determina mediante el índice de oxigenación, que es el cociente entre 
la presión parcial de O2 (PaO2) y la fracción de O2 en el aire inspirado (FiO2). Los 
infiltrados se manifiestan en la radiografía (figura 1) como edema pulmonar debido al 




Figura 1. Radiografía frontal de tórax que muestra infiltrados pulmonares bilaterales 




Recientemente se ha publicado una nueva clasificación de SDRA, conocida como la 
clasificación de Berlín [Force et al., 2012]. De acuerdo con la definición revisada de 
SDRA, se establecen tres niveles de gravedad en base al ratio PaO2/FiO2 y considerando 
un nivel mínimo (5 cm H2O) de presión positiva al final de la espiración (PEEP):          
1) leve, anteriormente definido como DPA (PaO2/FiO2 <300), 2) moderado (PaO2/FiO2 
<200) y 3) grave (PaO2/FiO2 <100). La nueva definición de SDRA mantiene los 
criterios utilizados en la definición del año 1994 en lo que se refiere a la presencia de 
infiltrados pulmonares, el origen del edema y la hipoxemia. El término DPA, a pesar de 
que según las nuevas definiciones no responde a ninguna entidad clínica, se sigue 
empleando para identificar la fisiopatología del síndrome. Por lo tanto, la lesión 
pulmonar aguda se caracteriza por inflamación y aumento de la permeabilidad vascular 
pulmonar, produciendo edema pulmonar y colapso alveolar que conduce a hipoxemia 
arterial grave. La definición revisada parece haber mejorado la validez predictiva de 
mortalidad de su espectro de gravedad [Force et al., 2012] y presenta un método 
orientado a la gravedad de la enfermedad que puede ser útil para el tratamiento de 




Actualmente el SDRA representa una de las causas principales de insuficiencia 
respiratoria grave en las Unidades de Cuidados Intensivos (UCI). La incidencia de 
SDRA ha sido difícil de evaluar debido a definiciones no uniformes, variaciones 
etiológicas y geográficas, documentación inadecuada y falta de conocimiento de la 
entidad. En el año 2003, utilizando la base de datos de SDRA financiada por National 
Institute of Health (NIH) para identificar los pacientes con SDRA de los años 1996-
1999, se estimó una incidencia de 64.2 casos cada 100000 personas por año [Goss et al., 
2003]. Más recientemente, Rubenfeld y cols. (2005) en un amplio estudio, utilizando 
como base la población residente en el condado de King (Washington), estimaron que la 
incidencia era de 78.9 casos cada 100000 personas por año, con una incidencia ajustada 
por la edad de 86.2 cada 100000 personas por año. Los puntos fuertes de este estudio 
fueron el uso de la definición de consenso y la inclusión de un gran número de pacientes 
de diferentes UCI (21 hospitales) a lo largo de un año. Extrapolando estos datos a los 
Estados Unidos en su conjunto, la incidencia sería de aproximadamente de 200000 
pacientes con un índice de mortalidad del 40% [Rubenfeld et al., 2005]. Diferentes 
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estudios han observado que la incidencia de SDRA aumenta con la edad [Hudson et al., 
1995; Johnston et al., 2003; Rubenfeld et al., 2005]. De hecho, en el estudio publicado 
por Rubenfeld la mortalidad en los pacientes de 15-19 años se situaba en torno al 24% 
frente al 60% detectada en los pacientes de 85 años o más.  
 
La lesión pulmonar puede ser causada por mecanismos directos (neumonía infecciosa, 
aspiración gástrica, contusión pulmonar, ahogamiento, embolismo graso, inhalación de 
humo o gases tóxicos, hemorragia alveolar, reperfusión) e indirectos (sepsis grave, 
transfusiones de sangre, shock y pancreatitis) [Ware and Matthay, 2000; Wheeler and 
Bernard, 2007]. La incidencia de SDRA es mayor en pacientes con sepsis grave y 
transfusiones múltiples, mientras que es menor en pacientes con trauma o sobredosis de 
drogas [Hudson and Steinberg, 1999; Rubenfeld et al., 2005]. El riesgo aumenta 
también en los pacientes con múltiples comorbilidades, enfermedad pulmonar crónica o 
que sufran de alcoholismo crónico [Ware and Matthay, 2000]. El tipo de trastorno 
clínico asociado es además un determinante importante de la mortalidad. Por ejemplo, la 
sepsis tiene una mortalidad más alta que el traumatismo (43 frente a 11%), mientras que 
la neumonía y la aspiración de contenidos gástricos son factores de riesgo intermedios 
(36 y 37%, respectivamente) [Eisner et al., 2001]. Por lo tanto, la identificación de 
factores de riesgo para el desarrollo de DPA/SDRA es particularmente importante en la 
evaluación de los tratamientos que puedan prevenir la progresión de la lesión pulmonar 
en poblaciones de alto riesgo.  
 
La tasa de mortalidad de SDRA ha disminuido en las últimas dos décadas. En los años 
1980, las tasas de mortalidad representaban aproximadamente el 64-70% [Fowler et al., 
1983; Milberg et al., 1995; Villar and Slutsky, 1989]. Sin embargo, la comparación de 
estas tasas debe interpretarse con cautela, puesto que no se aprobó una definición 
consenso de DPA/SDRA hasta el año 1994. Estudios más recientes indican un riesgo de 
mortalidad que varía entre un 29-42% [Erickson et al., 2009; Rubenfeld et al., 2005; 
Seeley et al., 2008; Zambon and Vincent, 2008]. Los principales factores que parecen 
explicar la reducción de la mortalidad son el uso de estrategias de ventilación mecánica 






1.3. Fisiología del DPA  
 
En el DPA se distinguen tres etapas patológicas diferentes (figura 2): una fase aguda 
llamada exudativa en la cual se presenta inflamación con infiltración leucocitaria 
polimorfonuclear (en particular neutrófilos) en el espacio alveolar y producción de 
citoquinas (TNF-α, IL-1; IL-8), daño alveolar-capilar y epitelial y formación de edema 
pulmonar; una fase fibroproliferativa con formación de membranas hialinas a nivel 
alveolar, proliferación celular y diversos grados de fibrosis intersticial y, por último, la 
fase de resolución. En algunos enfermos, el proceso proliferativo se detiene y se 
observa, en el curso de las siguientes semanas, una resolución rápida del cuadro. En 
otros, en cambio, se asiste a la instalación de una fibrosis difusa progresiva, con 
obliteración alveolar y destrucción o colapso de vasos pulmonares (fase crónica) 
[Tsushima et al., 2009; Wheeler and Bernard, 2007]. 
 
Figura 2. El alvéolo normal (lado izquierdo) y el alvéolo dañado (lado derecho) en la 
fase aguda de DPA. Tomado de Tsushima K et al., 2009. 
 
Mediante el uso de modelos animales, se ha aprendido mucho sobre los cambios en la 
homeostasis endotelial y epitelial en el pulmón en las primeras 24-48 horas después de 
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la lesión pulmonar inicial [Ware and Matthay, 2000]. El curso clínico de DPA es 
variable. Algunos pacientes se recuperan en un plazo de 1-2 semanas, mientras que 
otros sufren un curso más extendido y requieren ventilación mecánica prolongada. La 
muerte por insuficiencia respiratoria primaria es relativamente poco común pero, con la 
prolongación del estado crítico y la ventilación mecánica, el riesgo de infección o fallo 
multiorgánico se incrementa, llevando a un aumento de la mortalidad. La resolución de 
la lesión pulmonar refleja un programa regulado activamente que implica la supresión 
de los neutrófilos apoptóticos, el remodelado de la matriz, la resolución del fluido 
alveolar rico en proteínas y la activación de numerosas vías de señalización distintas de 
las que participan en la lesión aguda (figura 3). 
 
Figura 3. Mecanismos importantes en la resolución de DPA. Tomado de Tsushima K et 
al., 2009. 
 
1.3.1. Inflamación y coagulación 
 
Uno de los aspectos principales del DPA es la presencia de una respuesta inflamatoria 
desequilibrada que desencadena o agrava la lesión epitelial o endotelial. Esto incluye un 
reclutamiento no regulado de leucocitos y/o una activación exagerada de estas células, 
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una expresión inapropiada de citoquinas, mediadores lipídicos o especies reactivas del 
oxígeno (ERO), una activación incrementada de las vías de señalización mediadas por 
los receptores de muerte [Hogner et al., 2013; Hosakote et al., 2012; Lipke et al., 2011; 
Seeley et al., 2012; Vandenbroucke et al., 2008] o una actividad incontrolada de las 
plaquetas o de la cascada de coagulación [Matthay et al., 2012]. En general, estas 
respuestas son inducidas y mantenidas mediante el reconocimiento de patrones 
moleculares asociados a daño o patógenos (DAMPs/PAMPs), a través de receptores 
específicos y altamente conservados como los receptores de inmunidad innata TLRs 
(receptores tipo “Toll”), NLRs (receptores tipo “NOD”) o RLRs (receptores tipo “RIG-
I”) [Opitz et al., 2010; Wu et al., 2011a; Wu et al., 2011b].  
 
Una respuesta inmune innata y adaptativa bien equilibrada es necesaria para eliminar la 
infección y evitar su propagación sistémica y, por último, para resolver los infiltrados 
inflamatorios, sin causar daño a la barrera alvéolo-capilar. Entre las células inmunes, los 
macrófagos alveolares tienen un papel importante en la inflamación. Estas células se 
componen de diferentes subconjuntos que residen en el pulmón o son reclutados de la 
circulación en presencia de un estímulo inflamatorio. Estas células son elementos clave 
de la respuesta inmune, forman la primera línea de defensa en la supresión del patógeno 
y promueven la eliminación de los restos celulares producidos por apoptosis, para 
permitir la resolución de la inflamación y la reparación de los tejidos [D'Alessio et al., 
2012; Herold et al., 2011a; Liang et al., 2012]. En recientes estudios se ha mostrado que 
el exudado de macrófagos parece atenuar el daño de las células epiteliales alveolares 
mediante la liberación del antagonista antiinflamatorio del receptor de IL-1 (IL-1ra) en 
el DPA asociado con neumonía inducida por bacterias gram-negativas [Herold et al., 
2011b]. Al contrario, en otros modelos de DPA, como en la neumonía viral, los 
macrófagos parecen contribuir a la agravación de la lesión inflamatoria mediante la 
expresión del ligando de muerte TRAIL o del factor de necrosis tumoral (TNF-α) [Bem 
et al., 2011; Hogner et al., 2013; O'Dea et al., 2011]. Por ejemplo, recientemente se ha 
demostrado que los precursores de los macrófagos regulan el reclutamiento de los 
neutrófilos y la pérdida de la función de barrera asociado con la infección bacteriana 
gram-negativa. Sin embargo, la disminución de los monocitos/macrófagos podría 
resultar en la pérdida de importantes efectos antiinflamatorios beneficiosos mediados 
por estas células [Dhaliwal et al., 2012; Su, 2012]. En las etapas más tardías de DPA, 
los macrófagos fagocitan los neutrófilos apoptóticos y las células mononucleares en 
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exceso [Janssen et al., 2011; Soehnlein and Lindbom, 2010]. Una deficiencia de los 
macrófagos alveolares residentes parece empeorar la neumonía relacionada con gripe y 
la lesión pulmonar en ratones, lo que lleva a un aumento de neutrófilos y sus 
mediadores dañinos [Narasaraju et al., 2011]. Este mecanismo refleja la amplia 
plasticidad funcional de los macrófagos, los cuales responden al entorno con la 
adquisición de diferentes fenotipos, denominados M1 (o macrófagos clásicos) y M2 (o 
macrófagos alternativos). Estos dos tipos de macrófagos tienen actividad opuesta: 
mientras que los macrófagos M1 están caracterizados por la producción de citoquinas y 
mediadores proinflamatorios, los macrófagos M2 se activan en ambientes ricos en 
mediadores antiinflamatorios, promoviendo la remodelación de la matriz y la reparación 
del daño, y suprimiendo la respuesta inmune [Foell et al., 2013; Herold et al., 2011a]. 
Por lo tanto, el estado de polarización puede representar un determinante importante 
para saber si los macrófagos son protectores o perjudiciales en diferentes situaciones de 
DPA [Nelson et al., 2012; Nguyen et al., 2012] y podría ofrecer futuras dianas 
terapéuticas para su tratamiento.  
 
Otras células inmunes implicadas en el DPA son los neutrófilos, cuyo excesivo 
reclutamiento ha sido relacionado con daños de la barrera alveolar-capilar [Lee and 
Downey, 2001]. Los neutrófilos se encuentran en los capilares alveolares tanto en el 
DPA de origen infeccioso como no infeccioso y este proceso implica la presencia de 
interacciones entre quimioquinas y sus receptores [Zamjahn et al., 2011] y diferentes 
familias de moléculas de adhesión endotelial y epitelial, como JAMs (moléculas de 
adhesión de unión), ICAM-1 (molécula de adhesión intercelular 1), PECAM-1 
(molécula de adhesión celular endotelial plaquetaria 1) o VCAM-1 (molécula de 
adhesión vascular 1), que son reguladas positivamente por mediadores inflamatorios 
como el TNF-α [Bertok et al., 2011; Herold et al., 2006; Lakshmi et al., 2012]. Una vez 
reclutados en el compartimento alveolar, los neutrófilos liberan proteasas o trampas 
extracelulares compuestas de cromatina que pueden causar daño endotelial o epitelial 
[Narasaraju et al., 2011; Saffarzadeh et al., 2012]. Aunque es evidente que los 
neutrófilos tienen un papel importante en el DPA, los pacientes pueden todavía 
desarrollar SDRA en condiciones neutropénicas. En estos casos la lesión pulmonar 
puede ser mediada por productos bacterianos como la endotoxina o por respuestas 
exageradas derivadas de las células inmunes residentes en el pulmón. Además de la 
función central de los neutrófilos en la producción de daño pulmonar, datos recientes 
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sugieren que estas células también pueden inducir señales de regeneración para reparar 
el daño que han causado en el epitelio durante la transmigración. Además, parece existir 
una conexión entre inflamación y coagulación. Por ejemplo, modelos de ratones 
transgénicos revelan que los componentes de la cascada de coagulación afectan el 
reclutamiento de los neutrófilos o su supervivencia, mientras que el inhibidor 1 del 
activador del plasminógeno (PAI-1) aumenta el reclutamiento de los neutrófilos después 
de la infección con P. aeruginosa y ejerce efectos antiapoptóticos sobre los neutrófilos, 
incrementando su carga en las vías respiratorias en un modelo de DPA inducido por 
LPS [Goolaerts et al., 2011; Zmijewski et al., 2011]. Además, los ratones deficientes en 
el activador del plasminógeno tisular (tPA) están protegidos del daño pulmonar 
inducido por isquemia-reperfusión, mediante la inhibición del reclutamiento de los 
neutrófilos [Zhao et al., 2011].  
Las plaquetas son factores clave en la formación de coágulos y la homeostasis, pero 
recientemente se les ha atribuido un papel esencial en la defensa antibacteriana del 
huésped y en la fisiopatología de la sepsis y DPA. Las plaquetas expresan TLR, lo que 
les permite detectar PAMPs y eliminar los patógenos mediante la formación de redes o 
trampas extracelulares junto con neutrófilos [Jenne et al., 2013; Seeley et al., 2012]. 
Además, las plaquetas modulan la función de las células endoteliales y de los leucocitos 
durante la infección. Las interacciones de plaquetas y neutrófilos parecen ser cruciales 
para el reclutamiento de neutrófilos alveolares en diferentes modelos de DPA, que son 
en parte mediadas por quimioquinas derivadas de las plaquetas como CCL5 y CXCL4 y 
por selectina P [Grommes et al., 2012; Seeley et al., 2012]. Por otra parte, las plaquetas 
secretan metabolitos tales como IL-1 y el tromboxano A2 (TXA2) que aumentan la 
actividad bactericida de los neutrófilos y, a través de TLR4, facilitan la formación de 
trampas extracelulares de neutrófilos (NETs) con las cuales inmovilizan los microbios 
[Caudrillier et al., 2012]. En modelos animales de DPA inducido por endotoxemia y por 
ácido en ratón, la activación de los neutrófilos se incrementa por la unión a las plaquetas 
con la consiguiente formación de complejos de plaquetas-neutrófilos y liberación del 
TXA2, que induce un aumento de la permeabilidad celular [Zarbock et al., 2006].  
 
1.3.2. Alteraciones de la circulación pulmonar 
 
Un número elevado de estudios ha documentado cambios en las mediciones 
hemodinámicas pulmonares en pacientes con SDRA. Estas alteraciones son debidas al 
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aumento en la resistencia vascular pulmonar (RVP) y consecuentemente en la presión 
arterial pulmonar (PAP) y están asociadas a un riesgo más elevado de mortalidad [Bull 
et al., 2010; Price et al., 2012; Ryan et al., 2014]. Muchos mecanismos explican la 
elevación en la RVP en el SDRA, incluyendo la vasoconstricción pulmonar hipóxica 
(VPH) y la disfunción endotelial. 
 
Disfunción endotelial. El endotelio del pulmón tiene diferentes funciones incluyendo el 
mantenimiento del tono vascular, la regulación de la agregación plaquetaria y la 
coagulación, el transporte de los leucocitos, la transducción de señales luminales hacia 
la pared vascular, la producción de factores de crecimiento y funciones estructurales de 
barrera (controlando el transporte de agua y solutos) [Mehta and Malik, 2006]. La 
células endoteliales pulmonares sintetizan y liberan una amplia variedad de mediadores 
haciendo que en condiciones no patológicas su superficie sea tromborresistente, 
protegiendo el subendotelio de los factores procoagulantes y de las plaquetas [Maniatis 
and Orfanos, 2008]. Puesto que, el área de superficie es grande y está próximo a las vías 
respiratorias, el endotelio microvascular pulmonar puede ser susceptible a daño directo 
o debido a mediadores circulantes [Wort and Evans, 1999]. 
 
La disfunción endotelial implica un desequilibrio en la producción de mediadores 
vasodilatadores y vasoconstrictores y una transición hacia un fenotipo protrombótico. 
Los eventos clave en esta transformación son la expresión de moléculas de adhesión 
para leucocitos y plaquetas en la superficie de las células endoteliales, además de la 
expresión de los activadores del sistema de coagulación humoral, incluyendo el factor 
tisular [Scarpati and Sadler, 1989] y el factor de von Willebrand [Sabharwal et al., 
1995]. Tales procesos son modulados por una variedad de estímulos, incluyendo 
hipoxia, citoquinas y quimioquinas, plaquetas o neutrófilos activados. 
La activación del endotelio microvascular pulmonar en el DPA induce la expresión de 
las moléculas de adhesión derivadas de las células endoteliales (selectina P, selectina E 
e ICAM-1) y la expresión de los correspondientes ligandos en los neutrófilos (por 
ejemplo, selectina L e integrinas β2 como CD11/CD18) [Strieter and Kunkel, 1994; 
Tsokos et al., 2000]. Estas interacciones resultan en un fenómeno de rodamiento 
mediante el cual las células ruedan a lo largo del endotelio hasta, finalmente, adherirse 
[Ley et al., 2007]. La estrecha adhesión de los neutrófilos a las células endoteliales 
parece ser esencial para la posterior diapédesis. Posteriormente, otras señales siguen la 
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activación inicial de las células endoteliales y los neutrófilos capturan las plaquetas y 
los eritrocitos en circulación [Hidalgo et al., 2009]. Las plaquetas activadas liberan 
mediadores, como el TXA2, que activan los neutrófilos, causando vasoconstricción 
pulmonar y aumento en la permeabilidad vascular [Zarbock et al., 2006]. La agregación 
de leucocitos y plaquetas contribuye además a la oclusión de los vasos de menor calibre 
mediante la formación de microembolias. 
 
El endotelio produce varios factores de crecimiento y mediadores vasodilatadores 
(óxido nítrico, prostaciclina, el factor hiperpolarizante derivado del endotelio) y 
vasoconstrictores (endotelina-1, TXA2) que regulan las propiedades físicas y 
bioquímicas de los vasos pulmonares y afectan la contractilidad vascular y el 
crecimiento de las células de músculo liso vascular (CMLV). En condiciones 
fisiológicas, un equilibrio entre vasodilatadores y vasoconstrictores regula el tono 
vascular pulmonar, la homeostasis, la reparación del daño vascular y el crecimiento, 
mientras que la alteración de este equilibrio lleva a la reducción en la producción de 
óxido nítrico (NO) y prostaciclina (PGI2) y a un incremento en la producción de 
endotelina-1 (ET-1), serotonina (5-HT) o TXA2, que promueven la vasoconstricción y 
proliferación de las CMLV, modificando la estructura y la contracción de los vasos 
pulmonares. El estado que se genera es conocido como “disfunción endotelial 
pulmonar” y contribuye a la alteración del tono vascular, evento presente en muchos 
trastornos cardiopulmonares como la hipertensión pulmonar (HP) primaria y 
secundaria, la enfermedad pulmonar obstructiva crónica (EPOC), la insuficiencia 
cardíaca congestiva y el daño pulmonar agudo (DPA). 
Entre los mediadores producidos por el endotelio, el óxido nítrico es un responsable 
fundamental de la vasorelajación [Cooper et al., 1996]. La óxido nítrico sintasa 
endotelial (eNOS) cataliza la conversión de la L-arginina a citrulina, produciendo NO 
[Marletta, 1993]. La eNOS es una oxigenasa dependiente de NADPH que requiere 
tetrahidrobiopterina (BH4), FAD y FMN como cofactores [Forstermann et al., 1994; 
Moncada et al., 1991]. La síntesis de NO se activa tras la unión con el complejo calcio-
calmodulina. En las células endoteliales, la eNOS se localiza preferentemente en 
dominios especializados de la membrana, denominados balsas lipídicas, y en concreto 
en las caveolas [Feron et al., 1998; Michel et al., 1997b]. Además, la eNOS está 
regulada negativamente por la caveolina, el principal componente de las caveolas. Por 
lo tanto, la estimulación de las células endoteliales con agonistas como la bradiquinina o 
40
Introducción 
la acetilcolina disocia el complejo caveolina-eNOS y permite la unión y la activación de 
la síntesis de NO por calcio-calmodulina [Feron et al., 1998; Michel et al., 1997b]. 
Además, la activación de la eNOS puede implicar un mecanismo independiente de 
calcio mediado por Akt [Ayajiki et al., 1996]. El NO producido activa la guanilato 
ciclasa y aumenta la concentración de GMP cíclico (GMPc) en las CMLV, causando 
vasodilatación. El aumento de GMPc activa la proteína quinasa dependiente de GMPc 
(PKG), que lleva a la extrusión del calcio desde el citosol en las CMLV [Lincoln et al., 
1994]. La PKG fosforila los canales del potasio, induciendo hiperpolarización e 
inhibiendo así la vasoconstricción [Lincoln et al., 1994]. En algunas arterias, el NO es 
capaz de activar los canales del potasio independientemente de GMPc [Bolotina et al., 
1994]. Los niveles de GMPc están controlados y regulados por las fosfodiesterasas de 
nucleótidos cíclicos (PDE). La inhibición de NOS con análogos de la L-arginina inhibe 
la relajación dependiente del endotelio y su administración aguda provoca 
vasoconstricción [Rees et al., 1990]. El papel de eNOS en la regulación del tono 
vascular se ha demostrado en modelos animales. Por ejemplo, el tratamiento crónico de 
ratas con estos compuestos induce hipertensión [Moncada et al., 1991; Rees et al., 
1990], mientras que ratones modificados genéticamente para reprimir la eNOS tienen 
una presión arterial más alta que los controles [Huang et al., 1995]. La sobreproducción 
de eNOS en ratones transgénicos previene la hipertensión pulmonar inducida por 
hipoxia [Ozaki et al., 2001]. Al contrario, la exposición a hipoxia leve resulta en 
hipertensión pulmonar severa en ratones deficientes de eNOS [Fagan et al., 1999; 
Steudel et al., 1997]. Sin embargo, estudios en humanos han reportado una producción 
variable de NO en pacientes con hipertensión pulmonar idiopática, con reducción de 
expresión de eNOS en vasos pulmonares [Giaid and Saleh, 1995] o aumento en el 
endotelio de las lesiones plexiformes [Mason et al., 1998]. El NO derivado de la eNOS 
tiene muchas funciones, por ejemplo, protege contra la vasoconstricción inducida por 
hipoxia en pulmones [Perrella et al., 1992], inhibe la proliferación de músculo liso, la 
agregación de las plaquetas [Dinh-Xuan, 1992] y la adhesión de los leucocitos y regula 
negativamente la producción de ET-1 [Smith et al., 2002]. También regula la expresión 
génica y la función proteica. Por ejemplo, el NO puede regular la actividad de NF-kB 
[Peng et al., 1995] y niveles elevados de NO derivados de eNOS se han correlacionado 
con mejores resultados pulmonares en modelos de endotoxemia, daño por ventilación 
mecánica e isquemia-reperfusión [Garrean et al., 2006; Takenaka et al., 2006; Zhang et 
al., 2006]. Al contrario, el NO puede tener también efectos nocivos, como hipotensión y 
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citotoxicidad [Forstermann and Munzel, 2006]. Estudios en modelos animales parecen 
apoyar la idea de que la alta producción de NO por la óxido nítrico sintasa inducible 
(iNOS) puede agravar la lesión pulmonar, presumiblemente por efectos directos de los 
metabolitos altamente reactivos y tóxicos del NO sobre diferentes proteínas y lípidos 
[Forstermann and Munzel, 2006; Gow et al., 1998]. Un ejemplo es el peroxinitrito, una 
especie reactiva altamente dañina que deriva de la combinación entre NO y especies 
reactivas de oxígeno.  
 
Otro potente vasodilatador y antiagregante plaquetario es la PGI2 [Vane et al., 1990]. La 
PGI2 se sintetiza a partir del ácido araquidónico a través de la vía de la ciclooxigenasa 
en el endotelio vascular y su actividad está mediada por receptores expresados en las 
CMLV [Coleman et al., 1994]. Los receptores de la PGI2 están acoplados a la adenilato 
ciclasa e inducen un aumento de la concentración de AMP cíclico (AMPc) en las 
CMLV [Webb et al., 2010], que estimula los canales de potasio sensibles a ATP, 
causando hiperpolarización de la membrana celular e inhibición de la contracción. El 
aumento del AMPc incrementa también la extrusión de calcio desde el citosol en las 
CMLV, produciendo vasodilatación [Abe and Karaki, 1992]. Además, la PIG2 facilita la 
liberación de NO de las células endoteliales y su acción parece ser potenciada por NO 
[Delpy et al., 1996], mientras que el aumento de GMPc inhibe la fosfodiesterasa que 
degrada el AMPc [Delpy et al., 1996], demostrando que el NO prolonga la semivida de 
la PGI2. Aunque la prostaciclina parece no contribuir al mantenimiento del tono basal 
pulmonar, protege contra la vasoconstricción y el remodelado vascular pulmonar en 
respuesta a diversos estímulos. Así, la sobreexpresión de la prostaciclina protege a los 
ratones de la HP inducida por hipoxia crónica [Geraci et al., 1999], mientras que los 
ratones deficientes en el receptor de la PGI2 desarrollan una HP exagerada en respuesta 
a hipoxia crónica [Hoshikawa et al., 2001]. La disminución de los niveles de 
prostaciclina induce vasoconstricción pulmonar, proliferación de células del músculo 
liso y coagulación. En estudios realizados en niños y adultos con DPA, se ha observado 
que la PGI2 en aerosol mejora la oxigenación [Dahlem et al., 2004; van Heerden et al., 
2000]. En otro estudio se ha demostrado que la PGI2 atenúa los efectos de la trombina, y 
protege el pulmón en un modelo experimental de ventilación mecánica [Birukova et al., 
2006].  
Otro producto de la ciclooxigenasa secretada por las plaquetas o células endoteliales es 
el TXA2, que tiene efectos opuestos a la PGI2 como son la estimulación de la agregación 
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plaquetaria y la vasoconstricción [Moloney and Evans, 2003]. Cabe destacar que la 
liberación de TXA2 por los leucocitos en respuesta a endotoxina parece contribuir al 
aumento de la presión arterial pulmonar en un modelo de DPA en oveja [Huttemeier et 
al., 1982].  
La endotelina 1 es otro componente vasoactivo importante. La ET-1 es sintetizada como 
pre-pro-péptido que es posteriormente trasformado a Big-ET-1, un péptido de 38 
aminoácidos y, por último, a ET-1 a través de la enzima de conversión de la ET-1 
(ECE). La fuente principal de ET-1 es el endotelio y su síntesis puede ser inducida por 
la trombina, la IL-1, el factor de crecimiento transformante beta-1 (TGF-β1), productos 
derivados de las plaquetas y por neurohormonas como la vasopresina y las 
catecolaminas [Mombouli and Vanhoutte, 1999]. La ET-1 es un potente vasoconstrictor 
e induce la agregación de plaquetas. En los mamíferos, se han descrito dos receptores de 
ET: ETA, a través del cual se provoca vasoconstricción y ETB, que puede mediar la 
vasoconstricción en el músculo liso o la vasodilatación actuando sobre las células 
endoteliales [Zimmermann and Seifert, 1998]. La expresión de ARNm de ambos tipos 
de receptores de ET-1 se incrementa en modelos animales y pacientes con HP [Frasch et 
al., 1999; Giaid et al., 1993; Li et al., 1994] y un aumento de la producción de ET-1 se 
ha encontrado tanto en modelos como en pacientes con DPA [Druml et al., 1993; Kuo 
and Chen, 1999]. Los antagonistas del receptor de ET-1, como el bosentán, mejoran la 
sintomatología y prolongan la supervivencia en pacientes con HP y actualmente se 
utiliza como tratamiento de primera elección en esta patología [Rubin et al., 2002].  
 
El aumento de la RVP que tiene lugar en el DPA refleja la pérdida de control del tono 
vascular debido a un exceso de mediadores vasoconstrictores pulmonares sobre los 
vasodilatadores. En modelos animales, la administración directa de endotoxina conduce 
a aumentos agudos en la resistencia vascular pulmonar, probablemente a través de la 
inhibición del óxido nítrico [Myers et al., 1994], un fenómeno que puede ser mediado 
por los receptores B de la endotelina [Rossi et al., 2008] y la sobreproducción de TXA2. 
Trastornos en el equilibrio ácido-base también influyen en la resistencia vascular 
pulmonar en pacientes con DPA [Fullerton et al., 1996; Mekontso Dessap et al., 2009].  
 
Vasoconstricción pulmonar hipóxica (VPH). El aumento de la resistencia es un 
evento que acompaña a la VPH que es un reflejo fisiológico dirigido a preservar la 
relación ventilación-perfusión (V/Q) y atenuar la hipoxemia arterial, desviando el flujo 
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sanguíneo desde las unidades de pulmón pobremente ventiladas (hipóxicas) hacia las 
zonas mejor ventiladas [Michelakis et al., 2004; Ward, 2007; Waypa and Schumacker, 
2005], maximizando la saturación de oxígeno y, por lo tanto, su distribución a los 
tejidos sistémicos. Por el contrario, las arteriolas sistémicas se dilatan en respuesta a 
concentraciones de oxígeno reducido para mantener constantes sus niveles en los 
tejidos. La VPH se mantiene en preparaciones ex vivo y en CMLV aisladas, lo que 
indica que es una propiedad intrínseca de estas células [Sylvester et al., 2012].  
Aunque el mecanismo de acción de la VPH no se entiende completamente, es probable 
que implique la inhibición de los canales de potasio sensibles al oxígeno en el músculo 
liso vascular, lo que conduce a la activación de los canales de calcio dependientes de 
voltaje, la entrada de calcio y la vasoconstricción [Yuan et al., 1993]. Hay múltiples 
trabajos que sugieren la existencia de un sensor de O2 que podría ser la cadena de 
transporte de electrones mitocondrial [Archer et al., 1993; Waypa et al., 2001; 
Weissmann et al., 2006] y/o la NADPH oxidasa de membrana [Archer et al., 1993; 
Marshall et al., 1996]. Además, un gran número de evidencias sugieren la implicación 
de las ERO como intermediarios de señalización. Nuestro grupo ha descrito 
recientemente que la producción de ceramida derivada de la esfingomielinasa neutra 
(nSMasa) y la activación de la proteina quinasa C ζ (PKCζ) son eventos tempranos y 
necesarios para la VPH que conducen a producción de ERO, inhibición de los canales 
de potasio dependientes de voltaje, despolarización de la membrana celular, abertura de 
los canales de calcio dependientes de voltaje y vasoconstricción con aumento en la 
presión pulmonar [Cogolludo et al., 2009a; Frazziano et al., 2011]. Además, la 
inhibición de la nSMasa previene la VPH in vivo y la vía de señalización parece ser 
específica para las arterias pulmonares de resistencia [Cogolludo et al., 2009a]. Estos 
datos sugieren que la nSMasa y la PKCζ son mediadores clave en la VPH y podrían 
representar un papel terapéutico en diferentes patologías pulmonares. 
Las alteraciones en la VPH tienen una importante relevancia desde el punto de vista 
patológico [Marshall et al., 1994; Ullrich et al., 1999]. De hecho, la hipoxia alveolar 
generalizada asociada a altitud, EPOC o apnea del sueño, produce VPH en todo el árbol 
vascular pulmonar que, si persiste, puede dar lugar a HP e insuficiencia ventricular 
derecha. Por el contrario, en el SDRA y en la sepsis el fracaso de la VPH resulta en el 
desacoplamiento de la ventilación-perfusión e hipoxemia arterial grave. En los pacientes 
con SDRA, la hipoxemia es principalmente el resultado del shunt intrapulmonar, que se 
produce cuando hay áreas pulmonares no ventiladas por acumulación de líquidos en los 
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alvéolos (edema pulmonar), pero sí perfundidas, con el consiguiente desacoplamiento 
V/Q [Dantzker et al., 1979], lo que resulta en una disminución de la PaO2. En el DPA 
por tanto, la VPH tiene efectos protectores [Brimioulle et al., 1996], ya que permite 
mejorar la saturación de O2, a pesar de un aumento leve de la presión pulmonar 
[Brimioulle et al., 2002; Marshall et al., 1994].  
 
La VPH también se ve afectada en modelos animales de sepsis. Los receptores Toll-like 
(TLR), que median la inflamación, parecen tener un papel importante en la insuficiencia 
respiratoria inducida por sepsis. Puesto que la activación de los TLR se asocia con la 
producción de mediadores inflamatorios, incluyendo el NO, la vasodilatación debida a 
la sobreproducción de NO liberado por la iNOS ha sido propuesta como un mediador 
crítico para el deterioro de la VPH. Se ha demostrado que el NO atenúa la respuesta de 
las arterias pulmonares a hipoxia tanto in vitro como in vivo [Liu et al., 1991]. Sin 
embargo, la inhibición de iNOS restaura sólo en parte la respuesta de VPH, lo que 
sugiere que el fracaso de VPH durante la endotoxemia debe estar mediado, al menos en 
parte, por mecanismos distintos [Spohr et al., 2005; Ullrich et al., 1999]. 
 
1.3.3. Permeabilidad vascular pulmonar y edema  
 
Los componentes celulares de la inflamación y la coagulación, a través de complejas 
interacciones entre plaquetas, leucocitos y células endoteliales, colaboran para resolver 
la infección del pulmón. Sin embargo, cuando estas interacciones no son equilibradas 
pueden afectar la barrera alvéolo-capilar [Seeley et al., 2012], evento que conduce a un 
aumento de la permeabilidad vascular y a la formación de edema. El proceso de 
difusión de agua desde los capilares hacia los alvéolos implica diferentes barreras, 
incluyendo los estratos celulares endoteliales y epiteliales, la membrana basal y la 
matriz extracelular. El aumento de la permeabilidad vascular es el resultado de 
diferentes mecanismos. En primer lugar, el daño tisular y la consiguiente destrucción de 
la arquitectura microvascular pulmonar contribuyen al paso de los componentes de la 
sangre desde los capilares hacia los alvéolos. Por ejemplo, las proteínas de unión 
estrecha (“tight junction”) tienen un papel importante en el mantenimiento de la 
integridad de la barrera alvéolo-capilar. Las proteínas transmembrana que pertenecen a 
la familia de las claudinas representan los principales componentes estructurales de tal 
barrera y el tipo de composición determina sus propiedades [Overgaard et al., 2012]. 
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Las claudinas-3, -4 y -18 parecen expresarse principalmente en el epitelio alveolar 
[Koval, 2013] y sus niveles pueden modular el grado de permeabilidad. Por ejemplo, la 
expresión adecuada de claudina-4 se ha asociado con una función correcta de la barrera 
alveolar [Rokkam et al., 2011] mientras que niveles elevados de claudina-3 están 
relacionados con un aumento de la permeabilidad paracelular del epitelio alveolar 
[Mitchell et al., 2011]. Además, el estrés oxidativo, los patógenos, mediadores 
inflamatorios o gases nocivos pueden afectar la expresión de estas proteínas, induciendo 
DPA [Burnham et al., 2012; Olson et al., 2011; Overgaard et al., 2011]. De manera 
similar al epitelio, las uniones estrechas y adherentes endoteliales están sujetas a 
modulación por estímulos patológicos durante el DPA [Vandenbroucke et al., 2008]. 
Por ejemplo, diferentes estímulos inflamatorios, incluyendo citoquinas (IL-8), 
moléculas vasoactivas (trombina, histamina, bradiquinina o TXA2) y el factor VEGF 
pueden producir hiperpermeabilidad endotelial secundaria a la retracción de las células 
endoteliales activadas y la formación de pequeños espacios intercelulares (“gaps”) 
[Mehta and Malik, 2006]. Esto conduce a un fallo en la difusión restringida con la 
consiguiente fuga paracelular de solutos, proteínas y leucocitos.  
Estos cambios en la forma celular, se producen cuando las células entran en contacto 
con mediadores inflamatorios que activan receptores en la superficie de la célula 
endotelial y activan cascadas de señalización intracelular que inducen el aumento de 
calcio intracelular y, tras la unión con la calmodulina, activan las quinasas de las 
cadenas ligeras de miosina (MLCK) y la fosforilación de estas últimas, dando lugar a la 
reorganización del citoesqueleto y cambios en la morfología de las células endoteliales 
[Dudek and Garcia, 2001].  
La modulación de la reorganización del citoesqueleto por acción de la GTPasa RhoA es 
también un elemento clave en el aumento la permeabilidad inducida por contracción de 
las células endoteliales [Dudek and Garcia, 2001, 2003]. La MCLK desempeña también 
un papel importante en la patofisiología de sepsis tal y como refleja el efecto protector 
de inhibidores farmacológicos de MLCK (como KT-5720) frente al DPA inducido por 
endotoxina o ventilación mecánica en pulmones de ratón aislados y perfundidos ex vivo 
[Parker, 2000] o experimentos in vivo con ratones deficientes de la forma endotelial 
[Rossi et al., 2007; Wainwright et al., 2003]. Recientemente se ha demostrado que 
también la proteína nuclear del grupo de alta movilidad B1 (HMGB1), un mediador 
tardío de sepsis, induce la formación de “gaps” paracelulares endoteliales con 
reorganización del citoesqueleto de actina  [Wolfson et al., 2011]. 
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La función de la barrera alveolar endotelial se regula también por los miembros de la 
familia de las conexinas (Cx), como Cx43, Cx40 y CX37, que forman los canales de las 
uniones “gap” en el endotelio y permiten flujo célula-célula de pequeñas moléculas y 
solutos [Losa et al., 2011; Wang et al., 2012]. Así, se ha observado que Cx43 media el 
movimiento interendotelial de calcio que aumenta los niveles de expresión de la 
selectina P, el receptor de adhesión de los leucocitos, contribuyendo a la propagación de 
la inflamación [Parthasarathi et al., 2006] y que la inhibición de esta conexina con el 
péptido Gap27 previene el aumento de la permeabilidad endotelial en un modelo de 
DPA inducido por ácido en rata [Parthasarathi, 2012]. Otro componente crucial para la 
integridad de la barrera alvéolo-capilar es el glicocálix endotelial, un estrato luminal 
compuesto por glicoproteínas, glicolípidos, proteoglicanos y glucosaminoglicanos, cuya 
alteración induce disfunción de la barrera endotelial [Cioffi et al., 2012]. Las células 
endoteliales se unen a la matriz subyacente por complejos transmembrana de adhesión 
focal que se componen de integrinas, que regulan la organización del citoesqueleto y 
también desempeñan un papel importante en la señalización celular. La eliminación de 
las estructuras de adhsión focal lleva a disfunción de la barrera endotelial [Zebda et al., 
2012]. Además, la permeabilidad epitelial y endotelial se regula dinámicamente por un 
conjunto de moléculas inter e intracelulares, cuya desregulación puede inducir un 
aumento de la permeabilidad vascular. Por ejemplo, la esfingosina-1-fosfato (S1P) se 
une a sus receptores S1P1, acoplados a proteína G, y regula la permeabilidad vascular a 
través de la MLCK no-muscular (nmMLCK) y de la vía de señalización mediada por la 
familia Rho GTPasa [Garcia, 2009], induciendo la reorganización del citoesqueleto y la 
formación de uniones adherentes y estrechas y de complejos de adhesión focal [Wang 
and Dudek, 2009]. La angiopoietina 1 (Ang-1) se une a sus receptores tie-2 y estabiliza 
la vasculatura mediante la activación de Syx y RhoA [Wang and Dudek, 2009]. Por el 
contrario, la angiopoietina 2 (Ang-2) es producida por las células endoteliales activadas 
y compite con Ang-1 por la unión a tie-2 y desestabiliza la formación de las uniones 
vasculares [Eklund and Saharinen, 2013].  
Tanto el sistema linfático como los canales de agua a nivel epitelial pulmonar tienen un 
papel importante en la extracción de agua del espacio extravascular y, por lo tanto, 
protegen los pulmones frente al desarrollo de edema pulmonar. Sin embargo, cuando la 
pérdida vascular supera la capacidad de estos sistemas de compensación, la cantidad de 
fluido que se filtra en los pulmones es mayor de la que se adsorbe y se desarrolla el 
edema pulmonar. La acumulación de líquido que deriva de este mecanismo puede tener 
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graves consecuencias sobre la función pulmonar, porque el intercambio eficiente de 
gases no puede ocurrir cuando los alvéolos y el intersticio están llenos de líquido. El 
edema pulmonar no cardiogénico está causado por un aumento en la permeabilidad 
vascular del pulmón, lo que resulta en un aumento del flujo de líquido y proteínas en el 
intersticio pulmonar y en las vías respiratorias. El edema pulmonar puede ser también 
secundario a insuficiencia cardíaca, que conduce a un fallo en el retorno del líquido en 
exceso de la circulación pulmonar con el consiguiente aumento de la presión capilar 
("edema cardiogénico") [Ware and Matthay, 2005]. La cantidad neta de edema 
pulmonar se determina por el equilibrio entre la velocidad a la cual el fluido es filtrado 
en el pulmón [Staub, 1974] y la velocidad a la cual el fluido se elimina de los espacios 
aéreos y del intersticio pulmonar [Matthay et al., 2002]. La alteración de la integridad 
de la barrera alvéolo-capilar en DPA no solo conduce al aumento de la filtración de 
edema rico en proteínas en los espacios intersticiales y alveolares, también reduce la 
capacidad del epitelio alveolar de resolver el exceso de líquido del espacio alveolar 
debido a la disminución del aclaramiento del fluido alveolar [Ware and Matthay, 2001]. 
En modelos animales de sepsis, la causa más frecuente de SDRA, el fallo del 
aclaramiento es evidente [Berger et al., 2011; Clerici, 2011]. El principal motor de la 
reabsorción alveolar de líquidos es un transporte vectorial de Na+ que pasa por el 
epitelio alveolar creando un gradiente de Na+ entre las superficies basolaterales y 
apicales de la monocapa, que a su vez facilita el movimiento de agua fuera del espacio 
alveolar [Matthay et al., 2002]. El transporte correcto de Na+, debido a dos componentes 
clave como la ATPasa Na+-K+ y el canal de sodio epitelial EnaC, y la reabsorción del 
edema son elementos determinantes para una mejora evidente de la enfermedad en 
pacientes con sepsis y SDRA [Ware and Matthay, 2001; Zeyed et al., 2012]. Se ha 
demostrado también que la ATPasa Na+-K+ desempeña un papel fundamental en la 
regulación de las interacciones célula-célula a nivel del epitelio alveolar y, por lo tanto, 
de la integridad de barrera [Vadasz et al., 2007].  
 
1.3.4. Resolución y fibroproliferación 
 
La fase aguda del DPA se caracteriza por la inflamación, daño celular, apoptosis o 
necrosis de las células que componen la barrera alvéolo-capilar y la formación de edema 
pulmonar. En la fase de resolución se produce la reparación del epitelio alveolar y la 
reducción del edema pulmonar. Las células epiteliales alveolares de tipo II proliferan 
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para recubrir la membrana basal alveolar dañada y posteriormente, se diferencian en 
células de tipo I. La extracción del líquido del edema desde los espacios aéreos depende 
del transporte activo del pulmón de cloruro y de sodio a través de la barrera epitelial 
alveolar. Los sitios primarios de la reabsorción de sodio y cloruro son los canales 
iónicos epiteliales situados en la membrana apical de las células epiteliales alveolares de 
tipo I y II y en los epitelios de las vías respiratorias distales. El sodio es activamente 
extruido en el espacio intersticial por medio de la ATPasa Na+/ K+ situada en la 
membrana basolateral de las células de tipo II. El agua sigue pasivamente, 
probablemente a través de las acuaporinas, que son canales de agua que se encuentran 
predominantemente en las células epiteliales alveolares de tipo I [Matthay et al., 2002]. 
Además del líquido alveolar, el exceso de proteínas también debe ser eliminado desde 
los espacios alveolares para la resolución y recuperación, aunque los mecanismos de 
eliminación no están todavía claros. Las proteínas pueden ser eliminadas mediante 
endocitosis y transcitosis por las células epiteliales alveolares de tipo I y por fagocitosis 
por macrófagos. Recientemente se ha observado que el exceso de albúmina intra-
alveolar puede ser resuelto por las células epiteliales alveolares mediante un proceso de 
endocitosis mediado por clatrina después de la unión de la albúmina al receptor 
multiligando de la megalina [Buchackert et al., 2012; Yumoto et al., 2006]. El sistema 
parece tener la capacidad necesaria para eliminar grandes cantidades de albúmina 
alveolar [Buchackert et al., 2012], demostrando su relevancia en la regulación del 
equilibrio del líquido epitelial alveolar en DPA. 
Recientes estudios se han centrado en el equilibrio entre apoptosis y proliferación 
celular, reparación de la membrana plasmática dañada y migración celular. Por ejemplo, 
en el modelo de daño pulmonar inducido por ventilación (VILI), la membrana 
plasmática de las células epiteliales alveolares se daña y contribuye a la patogénesis de 
VILI, iniciando o agravando las respuestas inflamatorias. Está bien descrito que la 
mayoría de las células tienen la capacidad de reparar sus membranas, pero todavía no se 
conocen bien los mecanismos implicados [Oeckler and Hubmayr, 2008]. Además, se ha 
observado que la reparación de las membranas dañadas requiere la interacción 
coordinada entre el transporte de membrana endocítico o exocítico (trafficking) y la 
remodelación de la actina [Godin et al., 2011] y que tal proceso de reparación implica la 
translocación de caveolina-1 dependiente de la quinasa Src hacia la membrana 
plasmática para mediar la endocitosis caveolar [Jin et al., 2011; Wang et al., 2011]. El 
mecanismo molecular de migración celular inducido por la lesión, que es necesario para 
49
Introducción 
reparar y cubrir los sitios de daño, está mediado por la inhibición del homólogo de la 
tensina y la fosfatasa PTEN y la activación de las vías de Akt y ERK, disminuyendo la 
rigidez de las células, lo que resulta en deformaciones celulares más grandes y el 
aumento de la movilidad celular [Mihai et al., 2012]. De forma similar, TNF-α induce la 
migración celular, pero reduce la proliferación celular tras daño [Maille et al., 2011]. 
Algunos pacientes no progresan a la fase de resolución, desarrollando alveolitis 
fibrosante, con evidente fibrosis en las autopsias de aproximadamente el 55% de los no 
sobrevivientes de SDRA [Meduri, 1993]. Esto ocurre por la presencia en los espacios 
alveolares de células inflamatorias, vasos sanguíneos y la deposición anormal y 
excesiva de proteínas de la matriz extracelular, especialmente fibras de colágeno [Rocco 
et al., 2009]. La fibrosis intersticial y alveolar se asocia con disminución en la 
distensibilidad pulmonar (compliance) y resolución parcial del edema pulmonar con 
hipoxemia continua. La proliferación de los neumocitos, fibroblastos y miofibroblastos 
y la deposición de matriz extracelular, que suelen verificarse en esta fase 
fibroproliferativa, agravan el estado de salud de pacientes con SDRA [Marshall et al., 
2000]. La transición epitelio-mesenquimal (EMT), que consiste en la conversión de 
células epiteliales en células migratorias, la migración de fibroblastos pulmonares 
residentes, la proliferación, la transdiferenciación en miofibroblastos y el reclutamiento 
de fibrocitos son eventos que tienen lugar en la fase fibroproliferativa de DPA 
[Burnham et al., 2014]. Los receptores de los productos finales de glicación avanzada 
(RAGE) parecen tener un papel importante en la propagación y adhesión de las células 
epiteliales alveolares [Calfee et al., 2008; Guo et al., 2012; Hergrueter et al., 2011]. De 
hecho, mientras que en condiciones basales los RAGE se unen al citoesqueleto 
mediante la interacción con la familia de las proteínas ezrina/radixina/moesina (ERM), 
que hacen de intermediarios entre la membrana plasmática y el citoesqueleto, en 
presencia de citoquinas inflamatorias, esta interacción se interrumpe por fosforilación 
de ERM y su consiguiente interacción con CD44 y las fibras de estrés de actina, 
causando la pérdida de adhesión y el fenotipo de migración que contribuye a la EMT 
[Buckley et al., 2011]. Un reciente trabajo ha revelado que la expresión de la proteína 
del surfactante pulmonar tipo D (SP-D) también desempeña un papel importante en la 
regulación de la EMT en un modelo de DPA inducido por bleomicina [Sakamoto et al., 
2012]. Recientes estudios han demostrado un papel central de los linfocitos T 
reguladores en la resolución de la fibroproliferación en DPA, mediante la reducción del 
reclutamiento de los fibrocitos mediada por CXCL12-CXCR4 [Garibaldi et al., 2013]. 
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Se ha descrito también que la matriz extracelular (MEC) puede ser degradada por 
proteólisis mediada por proteasas lo que da lugar a la liberación de los fragmentos 
generados. Además de un impacto evidente en la estructura de la MEC, estos 
fragmentos tienen actividades biológicas que afectan las enfermedades pulmonares 
[Burgess and Weckmann, 2012]. Por ejemplo, el papel de los fragmentos derivados de 
la degradación del hialuronano en la patogénesis del DPA ha sido recientemente 
descrito [Eldridge et al., 2011; Jiang et al., 2011]. En un pequeño estudio post-mortem 
de pulmones derivados de pacientes con insuficiencia respiratoria grave, Zapol y sus 
colaboradores han demostrado que existe una creciente destrucción del lecho capilar a 
medida que avanza el SDRA que podría contribuir a los aumentos en la RVP detectados 
en estos mismos pacientes ante-mortem [Zapol et al., 1977]. Muchos mediadores se han 
relacionado con la respuesta fibroproliferativa, pero los que tienen una asociación más 
relevante con los efectos vasculares incluyen angiotensina II y el VEGF [Azamfirei et 
al., 2010; Medford and Millar, 2006; Yang et al., 1996]. El grupo de Tomashefski ha 
observado también una amplia remodelación vascular en el SDRA y una obliteración 
fibrocelular de las arterias, venas y vasos linfáticos [Tomashefski et al., 1983]. En la 
fase fibroproliferativa el remodelado vascular se asocia con arterias y venas 
distorsionadas y tortuosas. Estos canales vasculares tortuosos se concentraron en 
regiones de fibrosis densa o irregular. El número de capilares se reduce y 
frecuentemente se encuentran dilatados. La muscularización de las arterias se presenta 
muy marcada en esta fase y la disrupción mecánica del curso de los vasos sanguíneos es 
probable que contribuya a la elevación sostenida en la RVP observada en los pacientes 
que no sobreviven. 
 
1.4. Biomarcadores de DPA 
 
La gravedad y las características del DPA pueden ser determinadas mediante una gran 
variedad de marcadores. Un marcador ideal tendría que indicar una clara relación con el 
evento fisiopatológico y también ser fiable, reproducible, específico de la enfermedad y 
relativamente económico. Las concentraciones de estas sustancias se deberían poder 
determinar en orina, sangre o plasma (suero), líquido de lavado broncoalveolar (LBA) o 
aspirado traqueal. El aumento o la disminución de los niveles de los marcadores 
individuales debería ser útil para el diagnóstico y la predicción de la mortalidad o para 
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monitorizar la respuesta al tratamiento. Los biomarcadores de DPA que se han 
identificado en diversos estudios se recogen en la tabla 1. 
 
Tabla 1. Biomarcadores de DPA. RAGEs, receptores de los productos finales de 
glicación avanzada; SP-A/D, proteína del surfactante A/D; KL-6, proteína Krebs von 
den Lungen 6; CCSP, proteína secretada por las células de Clara; vWF, factor de von 
Willebrand; sICAM-1, forma soluble de la molécula de adhesión intercelular 1; Ang-
1/2, angiopoietina 1/2; IL-1β, IL-6 y IL-8, interleuquinas 1beta, 6 y 8; TNF-α, factor de 
necrosis tumoral alfa; sTNF-RI/II, receptor I/II de TNF soluble; HMGB-1, proteína 
nuclear del grupo de alta movilidad B1; LBP, proteína de unión al lipopolisacárido; 
CRP, proteína C reactiva; ERO, especies reactivas de oxígeno; ERN, especies reactivas 
de nitrógeno; PAI-1, inhibidor 1 del activador del plasminógeno; KGF, factor de 
crecimiento de queratinocitos; HGF, factor de crecimiento de los hepatocitos; VEGF, 
factor de crecimiento endotelial vascular; N-PCP-III, péptido del procolágeno 
aminoterminal de tipo III. 
 
Marcador Cambio Comentario Referencias 
RAGEs ↑ Marcador temprano en 
plasma 
[Jabaudon et al., 2011; 
Mauri et al., 2010] 
SP-D ↑ plasma [Eisner et al., 2003; Ware 
and Matthay, 2000]  
SP-D ↓ LBA [Cheng et al., 2003] 
SP-A ↑ Plasma [Cheng et al., 2003] 
KL-6 ↑ Plasma o LBA [Ishizaka et al., 2004] 
CCSP ↑ Suero (marcador de daño 
bronquial) 
[Determann et al., 2009; 
Lesur et al., 2006] 
vWF ↑ Plasma o LBA [Ware et al., 2004] 
sICAM-1 ↑ Plasma o LBA [Calfee et al., 2009] 
Ang-2/Ang-1 ↑ Plasma o suero [Gallagher et al., 2008; 
Ong et al., 2010; Wada et 
al., 2013] 
Selectina-E ↑ Plasma [Okajima et al., 2006] 
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Marcador Cambio Comentario Referencias 
Laminina, 
desmosina 
↑ Marcador de daño en 
matriz extracelular 
[Katayama et al., 2010; 
McClintock et al., 2006].  
ADN  ↑ LBA [Joyner et al., 2013] 
Histonas  ↑ LBA [Abrams et al., 2013] 
IL-1β, TNF-α, IL-6 
o IL-8 
↑ LBA [Armstrong and Millar, 
1997; Bouros et al., 2004; 
Cross and Matthay, 2011; 
Donnelly et al., 1993; 
Donnelly et al., 1996; 
Meduri et al., 1995; Park 
et al., 2001; Raymondos 
et al., 2012; Wiedermann 
et al., 2004] 
IL-10  ↓ LBA 
sTNF-RI/II ↑ Plasma [Parsons et al., 2005] 
HMGB1 ↑ Plasma [Cohen et al., 2009] 
LBP ↑ Suero [Villar et al., 2009] 
CRP ↑ Protector en plasma [Bajwa et al., 2009] 
ERO, ERN ↑ Plasma y LBA [Sittipunt et al., 2001; 
Sznajder et al., 1989; 
Winterbourn et al., 2000; 
Zhu et al., 2001] 
Albúmina, 
transferrina 
↓ Plasma [Aman et al., 2011] 
Uroquinasa ↓ LBA [Bertozzi et al., 1990] 
PAI-1 ↑ LBA [Bertozzi et al., 1990]. 
Trombomodulina ↑ LBA [Ware et al., 2003] 
KGF ↑↓ LBA [Chandel et al., 2009; 
Stern et al., 2000; 
Verghese et al., 1998]  
HGF ↑ LBA [Stern et al., 2000; 
Verghese et al., 1998] 
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Marcador Cambio Comentario Referencias 
VEGF ↑↓ Plasma o LBA [Thickett et al., 2001; 
Thickett et al., 2002] 
N-PCP-III ↑ Suero y LBA  
Marcador de la 
producción del colágeno 
[Chesnutt et al., 1997; 
Clark et al., 1995; 




El SDRA no tiene un tratamiento farmacológico específico y, de hecho, los fármacos 
probados hasta ahora no han mejorado la supervivencia de los pacientes. De hecho, los 
progresos terapéuticos más significativos se asocian con una ventilación mecánica 
mejorada, colocación de los pacientes en posición decúbito prono, o la adecuada gestión 
de fluidos. 
Una estrategia que ha demostrado aumentar la supervivencia de los pacientes con 
SDRA es la ventilación mecánica protectora. El uso de pequeños volúmenes corrientes 
(VT o volumen tidal) (6 ml/kg de peso corporal) resulta en la reducción de marcadores 
de inflamación, un aumento de la supervivencia y menor incidencia de fallo 
multiorgánico que los volúmenes corrientes elevados [Wheeler and Bernard, 2007]. Este 
protocol de ventilación constituye una medida de apoyo cuyos principales objetivos son 
mejorar y garantizar una ventilación alveolar adecuada, una buena oxigenación y 
reducir el trabajo respiratorio. Se considera eficaz cuando mantiene una presión parcial 
del oxígeno (PaO2) > 60 mmHg, una saturación del 90% y un pH normal. Por lo tanto, 
esta estrategia ventilatoria intenta proteger el pulmón de los efectos deletéreos de la 
presión positiva sobre las vías aéreas y optimizar el reclutamiento alveolar sin producir 
mayor daño al tejido pulmonar [Neto et al., 2012]. El uso de VT bajos combinado con la 
eliminación extracorpórea de CO2 parece reducir el daño pulmonar asociado a la 
ventilación.  
Además, la limitación de la presión meseta (menos de 28-30 cm H2O), que es la presión 
de la vía aérea cuando ha finalizado la entrada de aire y aun no se ha iniciado la 
espiración, y una presión positiva al final de la expiración (PEEP) adecuada son 
componentes clave de una estrategia ventilatoria pulmonar protectora. La PEEP es el 
mantenimiento artificial en la vía aérea de una presión positiva superior a la 
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atmosférica, después de una espiración completa, que permite el paso de aire hacia los 
pulmones, donde la presión es menor, impidiendo el colapso alveolar y mejorando la 
oxigenación.  
 
Otra estrategia es colocar a los pacientes en posición prona. Este sencillo procedimiento 
mejora la oxigenación de los pacientes, disminuyendo el porcentaje de tejido 
atelectásico y se asocia con mejores resultados clínicos en pacientes con SDRA [Guerin 
et al., 2013]. Estudios en modelos animales sugieren que la posición prona puede limitar 
el tamaño del daño pulmonar experimental [Pelosi et al., 1998]. Actualmente, esta 
terapia resulta atractiva por su bajo coste, alto rendimiento y escasos efectos adversos, 
aunque debe ser empleada precozmente en el curso de la enfermedad. La práctica es 
también segura con la excepción de un posible mayor riesgo de regurgitación y 
extubación accidental [Messerole et al., 2002]. Otra desventaja es que la mejora en la 
oxigenación inducida por la posición prona parece ser transitoria y ningún estudio 
demuestra que esta práctica aumente la supervivencia o reduzca las horas de ventilación 
en la UCI. El fracaso de esta estrategia en el aumento de la supervivencia podría deberse 
a que la mayoría de los pacientes con DPA no mueren por hipoxemia refractaria, sino 
por fallo orgánico múltiple [Montgomery et al., 1985]. Por lo tanto, las mejoras en la 
oxigenación probablemente podrían resultar importantes para la supervivencia solo de 
algunos pacientes. En cualquier caso, con los datos actuales, la posición prona se puede 
proponer como práctica de rutina en todos los pacientes.  
 
La oxigenación con membrana extracorpórea (ECMO) es un circuito de bypass 
cardiopulmonar universalmente aceptado para el tratamiento de neonatos y niños con 
insuficiencia respiratoria y cardiaca severa, que no responden al tratamiento 
convencional. Esta práctica consiste en un dispositivo por el cual, mediante el paso de la 
sangre del paciente por un oxigenador de membrana, se asegura el intercambio de gases. 
Se usa más en los niños y raramente en los adultos. Esta estrategia permite mejorar la 
oxigenación de la sangre y la eliminación de CO2, pero parece que no mejora la 
supervivencia o el tiempo de ventilación [Brunet et al., 1993; Morris et al., 1994; Zapol 
et al., 1979]. Además, la ECMO se ha también asociado con riesgos sustanciales, como 
infección y pérdida de sangre y con costos altos, razón por la cual se suele usar como 
último recurso.  
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El control de líquidos es otro tipo de estrategia usada para el tratamiento de SDRA. 
Debido a un aumento en la permeabilidad vascular y epitelial en SDRA, es difícil 
conseguir una adecuada gestión de fluidos en pacientes con shock séptico y SDRA. Un 
tratamiento dirigido hacia la disminución de la presión hidrostática intravascular, a 
través de la restricción del aporte de fluidos y el aumento de la diuresis, podría 
disminuir el edema pulmonar y, por lo tanto, mejorar el intercambio gaseoso y reducir 
el tiempo de ventilación mecánica, pero no estaría exento del riesgo de empeorar la 
función de órganos no pulmonares como consecuencia de una disminución de la 
perfusión tisular. Estudios en modelos animales sugieren que la reducción del líquido 
pulmonar mejora la oxigenación y la distensibilidad pulmonar [Humphrey et al., 1990]. 
Ensayos clínicos muestran mejores condiciones fisiológicas tras el uso de diuréticos que 
reducen la cantidad de agua pulmonar [Davey-Quinn et al., 1999; Humphrey et al., 
1990]. Sin embargo, la administración de líquidos es altamente recomendada después de 
la estabilización hemodinámica en pacientes con SDRA. En pacientes 
hemodinámicamente inestables, el control dinámico del equilibrio del líquido pulmonar 
debe aplicarse para guiar la administración de fluidos en los pacientes con SDRA [Huh 
and Koh, 2013]. Muchos datos sugieren que la inmediata administración de líquidos en 
pacientes hemodinámicamente inestables mejora su estado de salud, pero si se realiza en 
una fase demasiado tardía, podrían ser peligrosos [Rivers et al., 2001; Yu et al., 1993]. 
Ejemplos de líquidos son los cristaloides (Ringer Lactato) y los coloides (albumina). 
Puesto que estos protocolos de reanimación mejoran la función pulmonar, reducen la 
duración de la ventilación mecánica y de la estancia en UCI, se han evaluado como 
posibles terapias.  
 
En un reciente estudio se ha observado que el uso de bloqueantes neuromusculares 
(BNM) mejora el pronóstico de pacientes con SDRA [Alhazzani et al., 2013]. Puesto 
que los pacientes con insuficiencia respiratoria aguda suelen requerir un complicado 
manejo ventilatorio, se ha demostrado que la administración de los BNM añadidos a 
una adecuada sedación permite conseguir una correcta adaptación a la ventilación 
mecánica. Los BNM provocan la mejoría de la distensibilidad pulmonar, disminuyen la 
presión pico de la vía aérea (presión máxima registrada al final de la inspiración y 
determinada fundamentalmente por el flujo inspiratorio y la resistencia de las vías 




El empleo de vasodilatadores también se ha analizado para el tratamiento del DPA. Por 
ejemplo, el NO inhalado es un potente vasodilatador pulmonar selectivo, capaz de 
reducir la RVP y mejorar el gasto cardiaco, que es el volumen de sangre bombeado por 
el corazón en un minuto, en pacientes con DPA y fracaso del ventrículo derecho 
[Bhorade et al., 1999; Bigatello et al., 1994; Fierobe et al., 1995]. La administraciones 
continúa de NO puede reducir la RVP, pero la oxigenación puede empeorar a dosis altas 
de NO [Gerlach et al., 2003]. En modelos animales se ha demostrado también que el 
NO inhalado puede mejorar la relación V/Q y aumentar la oxigenación arterial [Ogura 
et al., 1994], mientras que en otros estudios experimentales se ha observado que 
disminuye la formación del edema pulmonar y el reclutamiento de los neutrófilos en 
pulmón [Ogura et al., 1994]. En otros trabajos se ha demostrado también que el NO 
induce un aumento en el ratio PaO2/FIO2 y una reducción del shunt o cortocircuito 
intrapulmonar, reduciendo la hipoxemia [Zapol et al., 1994]. La inhalación de NO tiene 
algunas limitaciones, incluyendo el alto coste, la asociación con daño renal agudo 
[Adhikari et al., 2007] y la acumulación de metabolitos tóxicos [Griffiths and Evans, 
2005]. La prostaciclina (PGI2) inhalada también induce vasodilatación pulmonar 
selectiva y redistribuye el flujo sanguíneo desde las áreas de shunt hacia las mejor 
ventiladas, mejorando el ratio PaO2/FIO2 [Walmrath et al., 1996], pero no tiene efectos 
sobre el gasto cardiaco y la función ventricular derecha [Zwissler et al., 1996]. Como el 
NO, la PGI2 tampoco mejora la supervivencia en los pacientes con SDRA. Los 
vasodilatadores también se han administrado por vía intravenosa en pacientes con daño 
pulmonar para intentar aumentar el gasto cardiaco y la PaO2, pero presentan desventajas 
que limitan su uso terapéutico. De hecho, la mayoría no tienen selectividad por la 
circulación pulmonar y, por lo tanto, causan hipotensión y además, actúan sobre todos 
los vasos pulmonares, tanto en áreas ventiladas como no ventiladas. El efecto neto de 
estos es un aumento en el shunt que lleva al deterioro en la oxigenación [Leeman, 1991; 
Pierpont et al., 1980].  
 
Entre los fármacos antiinflamatorios, los glucocorticoides (GCs) son los más estudiados 
como tratamiento en SDRA. En los últimos 20 años, se han producido avances 
significativos en la comprensión de los mecanismos de acción de los glucocorticoides. 
Datos clínicos, derivados del tratamiento prolongado de glucocorticoides con dosis 
bajas en pacientes con SDRA, han demostrado una mejora significativa en la 
inflamación y en la fisiología pulmonar con un perfil beneficio/riesgo favorable 
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[Chadda and Annane, 2002]. Los glucocorticoides modulan casi todos los pasos del 
proceso inflamatorio a través de vías genómicas y no genómicas. Los GCs inhiben 
también la fibrogénesis [Meduri et al., 1991] y la activación de neutrófilos, estimulan la 
apoptosis de las células T, los eosinófilos y monocitos y son importantes en el 
mantenimiento de la integridad endotelial y de la permeabilidad vascular [Thompson, 
2003]. En los pacientes con SDRA, dosis moderadas de glucocorticoides se asocian con 
una reducción significativa en la unión al ADN del factor nuclear NF-kB y en la 
transcripción del TNF, IL-1β, IL-6 e IL-8 [Meduri et al., 2002; Rocco et al., 2003]. En 
modelos animales de DPA, la administración temprana de glucocorticoides ha mostrado 
efectos protectores en el parénquima pulmonar [Rocco et al., 2003]. En ensayos clínicos 
aleatorizados [Confalonieri et al., 2005; Meduri et al., 2007; Meduri et al., 1998], el 
tratamiento prolongado con glucocorticoides en dosis moderadas mejora el intercambio 
de gases, atenúa el daño pulmonar y reduce la duración de la ventilación mecánica en 
pacientes con DPA. El tratamiento con glucocorticoides impide la difusión de la 
inflamación a los órganos extrapulmonares y disminuye la prevalencia de la disfunción 
cardiovascular [Chadda and Annane, 2002; Steinberg et al., 2006]. Sin embargo, el 
efecto del tratamiento prolongado de glucocorticoides sobre la supervivencia en el 
SDRA sigue siendo controvertido. En algunos estudios se ha observado un aumento en 
la supervivencia en pacientes con SDRA, mientras que en otros [Steinberg et al., 2006] 
no se ha encontrado ningún beneficio en la supervivencia, e incluso se ha sugerido que 
cuando los glucocorticoides se administran en una fase más tardía, después de 2 
semanas de la progresión de la enfermedad, pueden causar daño.  
 
Además de los tratamientos descritos, actualmente se están desarrollando nuevas 
terapias para tratar el SDRA que consisten en la modulación de vías celulares o 
programas transcripcionales clave. Una de estas terapias se basa en el uso de estatinas, 
inhibidores de la enzima implicada en la síntesis de colesterol, la reductasa HMG-CoA. 
Normalmente se aplican para la prevención o el tratamiento de enfermedades 
cardiovasculares, pero las estatinas también ejercen efectos antiinflamatorios, 
inmunomoduladores y antioxidantes, principalmente en células endoteliales. Las 
estatinas promueven la reorganización del citoesqueleto celular endotelial, aumentan la 
integrina endotelial β4, disminuyen el estrés oxidativo, reduciendo la actividad de la 
NADPH oxidasa y, afectan la expresión de diferentes genes implicados en DPA 
(integrina β4, quimioquinas) [Chen et al., 2012; Singla and Jacobson, 2012]. En 
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diferentes modelos murinos de DPA, se ha observado que las estatinas atenúan las 
respuestas inflamatorias pulmonares a diferentes niveles a través de una reducción en la 
filtración vascular y en modelos animales de VILI, mejoraron la función de la barrera 
alvéolo-capilar e inducen un aumento en la distensibilidad pulmonar [Chen et al., 2012; 
Singla and Jacobson, 2012; Zhang et al., 2011]. Con respecto al uso clínico, un estudio 
ha demostrado que pacientes con DPA tratados con estatinas, tienen niveles más bajos 
de disfunción orgánica y sepsis, una vez ingresados en la UCI, pero el uso de estatinas 
no altera el curso clínico posterior de la enfermedad [Kor et al., 2009]. En otro estudio 
de pacientes en estado crítico, el uso de estatinas se ha asociado a una reducción en el 
desarrollo de DPA y sepsis [O'Neal et al., 2011]. Además, se ha evaluado los efectos de 
la simvastatina en humanos después de la inhalación de endotoxinas y se ha observado 
reducciones significativas en la cantidad de neutrófilos y en la concentración de 
mieloperoxidasa y TNF-α en LBA [Shyamsundar et al., 2009]. Por último, un ensayo 
clínico de fase 2 ha demostrado que el tratamiento con simvastatina es seguro y puede 
asociarse con una mejora en la disfunción orgánica en DPA, debida probablemente a la 
reducción de la inflamación pulmonar y sistémica [Craig et al., 2011].  
 
Recientemente, muchas publicaciones han demostrado que el factor estimulante de 
colonias de granulocitos y macrófagos (GM-CSF) es altamente protector en diferentes 
modelos de DPA, incluyendo la infección por K. pneumoniae, la neumonía vírica y el 
DPA inducido por LPS [Quinton, 2012]. El GM-CSF es un factor de crecimiento que 
induce la proliferación mieloide, diferenciación y polarización de macrófagos y células 
dendríticas en diferentes órganos, incluyendo el pulmón. Por su acción sobre los 
macrófagos alveolares, contribuye a la homeostasis del surfactante [Malur et al., 2011; 
Nei et al., 2012]. Una fuente importante de GM-CSF en pulmón es el epitelio alveolar 
[Cakarova et al., 2009; Mir-Kasimov et al., 2012; Unkel et al., 2012]. El factor GM-
CSF protege el huésped tanto en la fase temprana de la infección pulmonar como en la 
fase de regeneración del epitelio pulmonar. El GM-CSF alveolar promueve la 
eliminación bacteriana o viral, mediante la expansión de los macrófagos alveolares o de 
las células dendríticas pulmonares migratorias CD103+, o estimulando su capacidad de 
defensa del huésped [Huang et al., 1995; Standiford et al., 2012; Unkel et al., 2012]. 
Con respecto a sus efectos directos sobre la barrera pulmonar, se ha demostrado que el 
GM-CSF ejerce efectos anti-apoptóticos y por lo tanto protege las células epiteliales 
alveolares contra el daño mitocondrial inducido por estrés oxidativo a través de la vía de 
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Akt [Sturrock et al., 2012]. Estudios in vivo han revelado que el GM-CSF induce la 
proliferación de las células alveolares de tipo II y es indispensable para restaurar la 
función de la barrera tras el daño inducido por LPS [Cakarova et al., 2009]. Estos 
estudios sugieren que el GM-CSF mejora la defensa del huésped, atenúa la lesión de 
células epiteliales, promueve la reparación del epitelio y mejora la función de la barrera 
y el intercambio de gases en DPA. Además, los ratones que sobreexpresan GM-CSF en 
células epiteliales alveolares están fuertemente protegidos de la infección y lesión 
[Cakarova et al., 2009; Garibaldi et al., 2013], sugiriendo un papel terapéutico de GM-
CSF. En la aplicación clínica, los niveles de GM-CSF en LBA se han asociado con 
mejoras en pacientes con SDRA [Matute-Bello et al., 2000]. En cuanto a los pacientes 
con sepsis y DPA inducido por sepsis, un estudio ha revelado que la administración 
sistémica de GM-CSF mejora la función respiratoria [Presneill et al., 2002], mientras 
que otro ensayo más reciente no ha mostrado ningún beneficio significativo de la 
administración intravenosa de GM-CSF [Paine et al., 2012]. Puesto que concentraciones 
alveolares elevadas de GM-CSF se asocian con protección contra el daño pulmonar en 
modelos animales y en humanos, la administración local de GM-CSF podría representar 
una estrategia de tratamiento, particularmente en pacientes con DPA asociado a 
patógenos.  
 
Por último, otra posible terapia para el DPA son las células madre mesenquimales 
(MSCs). En modelos experimentales de SDRA, la inyección de MSCs ha mejorado la 
regeneración del tejido pulmonar [Chimenti et al., 2012; Curley et al., 2012]. Los 
beneficios de estas células derivan no sólo de su incorporación en el pulmón dañado, 
sino también de su interacción con células pulmonares dañadas y de su modulación 
inmunológica [Gotts and Matthay, 2011]. Se ha observado también que las MSCs son 
capaces de restaurar la permeabilidad epitelial alveolar en cultivos primarios de células 
epiteliales alveolares humanas, a través de un proceso mediado por la angiopoietina-1 
[Fang et al., 2010]. Las MSCs secretan diferentes moléculas efectoras, incluyendo 
citoquinas antiinflamatorias, factores de crecimiento y péptidos antimicrobianos. Estos 
efectores atenúan el aumento de la permeabilidad endotelial y epitelial, el edema 
pulmonar, la inflamación y la infección [Fang et al., 2010; Gupta et al., 2012; 
Krasnodembskaya et al., 2010; Matthay et al., 2012] y también parecen inducir el 
fenotipo antiinflamatorio M2 en los macrófagos [Ionescu et al., 2012]. Las MSCs 
también pueden transferir material genético y mitocondrias funcionales a las células 
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dañadas. De hecho, en modelos de DPA inducido por LPS, se ha demostrado que se 
produce esta trasferencia de mitocondrias a través de la formación de uniones 
comunicantes o gap ricas en conexina 43 (Cx43) con el epitelio alveolar y mediante la 
liberación de microvesículas, que contienen las mitocondrias, hacia los epitelios [Islam 
et al., 2012]. Al llegar al sitio dañado, las MSCs liberan factores específicos y 
consiguen atenuar la infección o la lesión alveolar. Aunque el mecanismo molecular de 
estos procesos no está todavía claro, la terapia celular con MSC humanas alogénicas es 
considerada como una de las estrategias más prometedoras para el tratamiento de 
DPA/SDRA [Matthay et al., 2012].  
 
1.6. Modelos animales de DPA 
 
1.6.1. Modelo de DPA inducido por lipopolisacárido (LPS) 
 
El lipopolisacárido (LPS) es un glicolípido, presente en la membrana externa de las 
bacterias gram-negativas. El LPS consiste en una porción de oligo- o polisacáridos que 
son respectivamente el núcleo (core) y el antígeno O, compuesto de una cadena de 
disacáridos repetidos y anclada a la parte externa de la membrana bacteriana por un 
región hidrófoba llamada lípido-A. Este último se conserva estructuralmente entre las 
diferentes clases de bacterias, a diferencia del antígeno O que presenta una gran 




Figura 4. Representación esquemática de la estructura general del LPS. Tomado de 
Serrato RV, 2014. 
 
La mayoría de los efectos biológicos del LPS se reproducen por acción del lípido A 
[Schromm et al., 2000], aunque la presencia o ausencia del antígeno O influye en la 
magnitud de la respuesta [Kelly et al., 1991]. En el suero, el LPS se une a proteínas de 
unión específicas para el LPS (LBP) [Martin et al., 1992; Tobias et al., 1986] formando 
un complejo LPS-LBP que activa la estructura del receptor CD14/TLR4, provocando la 
activación de mediadores intracelulares tales como proteínas quinasas y factores de 
transcripción, como NF-kB, y la producción de mediadores inflamatorios [Tapping et 
al., 2000; Wright et al., 1990; Yang et al., 1998]. El LPS es un importante mediador de 
la sepsis en respuesta a bacterias gram-negativas, y la administración sistémica de LPS 
fue una de las primeras estrategias utilizadas para demostrar las consecuencias de la 
sepsis bacteriana. Después de la administración intravenosa de LPS, el endotelio capilar 
es el sitio inicial de lesión. El daño celular inducido por LPS parece estar relacionado a 
la apoptosis de las células endoteliales y se desarrolla rápidamente después de su 
administración [Fujita et al., 1998; Wang et al., 2007]. El tratamiento sistémico con el 
inhibidor de caspasa Z-VAD-fmk bloquea la apoptosis y mejora la supervivencia en 
ratones tratados con LPS por vía intravenosa [Fujita et al., 1998]. La respuesta 
hemodinámica a LPS administrado por vía intravenosa se caracteriza por una fase 
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inicial de leucopenia, disminución del gasto cardíaco, y una caída en la presión arterial. 
Se produce también un aumento en la presión arterial pulmonar. Esta fase inicial (las 
primeras 4-6 horas) se continúa por una lenta mejoría en el número de leucocitos y en el 
perfil hemodinámico. Los cambios a nivel pulmonar empiezan a ser evidentes dentro de 
2-4 horas e incluyen hipoxemia [Matute-Bello et al., 2008]. En los pulmones, la 
administración de LPS, por vía intravenosa o intra-alveolar, produce cambios en la 
deformabilidad de los polimorfonucleares (PMN) y el atrapamiento de los PMN en los 
capilares pulmonares [Reutershan et al., 2007]. Tras la administración intravenosa solo 
un pequeño número de PMN migra hacia las vías aéreas [Azghani et al., 2000; Wiener-
Kronish et al., 1991; Wiggs et al., 1994]. Al contrario, la administración intratraqueal 
(IT) de LPS da lugar a grandes aumentos en los PMN en las vías respiratorias.  El LPS 
se ha administrado también a voluntarios humanos sanos por vía intravenosa e 
intratraqueal. Dosis intravenosas de 2-4 ng/kg se asocian con inflamación sistémica y 
presencia de macrófagos alveolares [Hollenstein et al., 2000; Pugin et al., 1999]. La 
instilación intratraqueal de LPS a dosis que van desde 1 hasta 4 ng/kg produce en una 
fase temprana aumentos en el LBA de PMN, albúmina y citoquinas proinflamatorias 
(TNF-α, IL-1β, IL-6, G-CSF, IL-8, ENA-78, MCP-1, MIP-1α, y MIP-1β) y en una fase 
posterior (24-48 horas después de la instilación) se normaliza la cantidad de citoquinas 
y el aumento en LBA de PMN, monocitos, macrófagos y linfocitos [O'Grady et al., 
2001]. Entre otras ventajas, la instilación intratraqueal del LPS, produce daño directo al 
pulmón, pero también presenta desventajas, cuales la difusión incompleta del instilado y 
la no reproducibilidad de los efectos de propagación del patógeno. 
 
Desde el punto de vista técnico, las respuestas a LPS son muy variables entre las 
especies y difieren en animales por la presencia o la ausencia de macrófagos 
intravasculares pulmonares (MIPs). Los MIPs se adhieren a las células endoteliales de 
los capilares pulmonares. Los MIPs se encuentran en los pulmones de muchas especies, 
incluyendo ovejas, vacas, cerdos, gatos, cabras, caballos y cetáceos. Los animales con 
MIPs desarrollan sepsis y lesión pulmonar con dosis de LPS muy pequeñas (en el rango 
de μg/kg) y al contrario, los animales sin MIPs requieren dosis mucho más altas (en el 
rango de mg/kg). Además de la susceptibilidad de las especies, también hay diferencias 
en las respuestas a LPS entre diferentes cepas de la misma especie. Por ejemplo, los 





El uso de LPS bacteriano tiene una serie de ventajas, como la facilidad de 
administración y la reproducibilidad en experimentos. El LPS es también un potente 
activador de la inmunidad innata mediada por las vías de TLR4 y tiene poca toxicidad 
sobre las células in vitro. Por lo tanto, el uso de LPS permite obtener información sobre 
los efectos de las respuestas inflamatorias del huésped frente a infecciones bacterianas. 
Sin embargo, el LPS tiene algunas desventajas significativas, por ejemplo, las 
preparaciones de LPS varían en pureza y pueden estar contaminadas con lipoproteínas u 
otros materiales bacterianos [Tapping et al., 2000]. En general, el tratamiento con LPS 
no causa la severa lesión endotelial y epitelial que se produce normalmente en los 
humanos con SDRA [Wiener-Kronish et al., 1991], dando una imagen incompleta de 
los efectos de las bacterias en los pulmones. 
 
1.6.2. Modelo de DPA inducido por ventilación mecánica (VILI) 
 
Durante los años 1980 y 1990, varios estudios han mostrado que la ventilación 
mecánica puede producir inflamación y daño pulmonar en animales, un evento 
denominado daño pulmonar inducido por ventilación (VILI) [Dos Santos and Slutsky, 
2000; Dreyfuss and Saumon, 1998]. El mecanismo de VILI implica daño tisular directo 
debido a estiramiento mecánico y activación de vías específicas intracelulares 
implicadas en mecanotransducción [Vlahakis and Hubmayr, 2005]. El estiramiento 
excesivo de las paredes alveolares resulta en la ruptura endotelial y epitelial con 
formación de edema intersticial (Fu Z et al., 1992). La separación de las células 
endoteliales de la membrana basal y la muerte de las células epiteliales con consiguiente 
denudación de la membrana basal epitelial resulta evidente después de 20 minutos de 
ventilación mecánica con volúmenes corrientes (Vt) muy altos [Dreyfuss et al., 1985]. 
Además, el desarrollo de membranas hialinas y una mayor permeabilidad, requieren la 
presencia de PMN, lo que sugiere que, además del daño mecánico, el daño inflamatorio 
es también necesario para que la ventilación mecánica induzca la lesión pulmonar 
[Kawano et al., 1987]. La deformación mecánica celular puede inducir la activación de 
la señalización inflamatoria con la consiguiente producción de citoquinas 
proinflamatorias y también cambios en el tráfico de lípidos, lo que podría representar un 
mecanismo para el mantenimiento de la integridad celular [Pugin et al., 1998; Vlahakis 
et al., 1999; Vlahakis et al., 2001].  
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La gravedad de la lesión pulmonar depende de la estrategia ventilatoria, en particular de 
los volúmenes corrientes utilizados. Los volúmenes corrientes elevados provocan 
hemorragia alveolar, formación de membranas hialinas, infiltración neutrofílica, 
disminución de la distensibilidad pulmonar y anormalidades en el intercambio de gases. 
Por ejemplo, una ventilación mecánica con un volumen corriente de 10 ml/kg y FiO2 de 
0.21 no induce daño, pero la ventilación mecánica combinada con dosis bajas de LPS 
tiene un efecto sinérgico, resulta en alveolitis neutrofílica y aumento de la 
permeabilidad alveolar [Altemeier et al., 2004]. 
 
El modelo de VILI tiene ventajas y desventajas: la principal ventaja es su relevancia 
clínica, porque es el único modelo que ha llevado a cambios en la práctica clínica. La 
principal desventaja es la complejidad del modelo. De hecho, en los animales de 
pequeño tamaño como los ratones se produce daño en períodos de tiempo relativamente 
cortos, mientras que los pacientes requieren ventilación mecánica durante días o 
semanas. 
 
1.6.3. Modelo de shock hemorrágico y traumático 
 
El trauma severo es la principal causa de muerte y discapacidad en todo el mundo 
[Lozano et al., 2012]. El choque hemorrágico que se produce después de una pérdida 
muy grave de sangre asociada a trauma resulta en un estado de isquemia tisular y se 
asocia con cambios en el perfil metabolómico en plasma y orina [Kinross et al., 2011]. 
La mortalidad está directamente relacionada con la pérdida masiva de sangre o se 
produce indirectamente por fallo orgánico múltiple, debido a producción excesiva de 
ROS, respuesta inflamatoria sistémica, apoptosis y necrosis celular [Collard and 
Gelman, 2001; Rushing and Britt, 2008], eventos que llevan al desarrollo de SDRA. En 
particular, la pérdida de la función gastrointestinal, renal, hepática y pulmonar es 
frecuente después del choque hemorrágico [Badin et al., 2011; Fan, 2010; Hierholzer 
and Billiar, 2001]. Muchas evidencias sugieren que el aumento de la actividad de la 
iNOS está implicada en la patogénesis del daño intestinal mediado por isquemia-
reperfusión [Szabo, 1995]. Actualmente, para el tratamiento no quirúrgico de choque 
hemorrágico, se recomienda una rápida reanimación mediante el uso de cristaloides para 
restaurar el volumen intravascular y el gasto cardiaco [Finfer et al., 2010; Rossaint et 
al., 2006]. Sin embargo, esta práctica es controvertida porque la restauración agresiva 
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del volumen intravascular con un rápido aumento en la presión sanguínea, antes de 
controlar la hemorragia, puede conducir a un aumento de la mortalidad [Hussmann et 
al., 2011]. Por lo tanto, se ha propuesto la reanimación controlada con líquidos en 
pequeños volúmenes antes de parar el sangrado [Barrantes et al., 2008]. De todas 
formas, es difícil encontrar un tratamiento para el choque hemorrágico grave que evite 
la interrupción del flujo sanguíneo hacia los órganos vitales [Sihler and Napolitano, 
2010]. Para mejorar las estrategias existentes en la medicina de emergencia, las 
características de las posibles intervenciones terapéuticas para el choque hemorrágico 
severo tienen que ser estudiadas en un modelo animal eficaz, realista y reproducible. Se 
han establecido numerosos modelos animales destinados a simular y estudiar 
condiciones de choque hemorrágico [Chang and Varma, 1992; Eser et al., 2007; Lomas-
Niera et al., 2005; Moochhala et al., 2009; Sato et al., 2010]. En vista de la 
reproducibilidad y fiabilidad experimental, los modelos en los que se fija la presión 
arterial son superiores a los de volumen fijo. En modelos animales de presión fija, el 
choque hemorrágico se realiza mediante la extracción de sangre hasta que la presión 
arterial deseada sea alcanzada; durante el período de choque, la presión de la sangre es 
mantenida en este valor a través de otra extracción o reinfusión de sangre u otros 
fluidos. El volumen de sangre circulante de los mamíferos no se correlaciona 
estrictamente con el peso corporal y no aumenta linealmente con el aumento del peso 
del cuerpo, debido a las diferencias individuales en la relación de volumen de 
sangre/masa de tejido adiposo y muscular. Por ejemplo, los animales más pesados 
suelen tener más grasa y comparativamente menos sangre. Por lo tanto, a diferencia de 
los modelos de presión fija, los modelos de volumen fijo (que se basan en el peso 
corporal) producen disminuciones variables en la presión arterial media (PAM) y así, en 
la intensidad del choque hemorrágico. En los modelos de presión fija, la presión aunque 
sea ajustada, se mantiene todavía alta (35 mmHg o más) [Halvorsen et al., 1991; Molina 
et al., 2009] y, por lo tanto, el daño tisular inducido por choque es más leve o la 
duración del período de choque es muy breve [Chang and Varma, 1992; Eser et al., 
2007] o demasiado largo [Halvorsen et al., 1991; Sato et al., 2010], no reflejando las 
situaciones reales de choque de 45-60 minutos. En otros estudios basados sobre en el 
uso de modelos de presión fija, se toleran variaciones sustanciales en la PAM durante el 
choque [Lee et al., 2008] o los animales no se rescatan [Sato et al., 2010], una práctica 
que es razonable solo para modelos de daño muy leve y que excluye la posibilidad de 
estudiar los regímenes de reanimación para el choque hemorrágico agudo. En resumen, 
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la isquemia pulmonar seguida de reperfusión resulta en daño pulmonar caracterizado 
por aumento de la permeabilidad vascular y edema, de la infiltración de PMN y por 
hemorragia. El modelo de choque hemorrágico representa un modelo severo pero 
reproducible y realista. Tal modelo permite una evaluación fiable de parámetros como 
la supervivencia, la actividad de enzimas marcadores en plasma y las alteraciones 
histopatológicas. A pesar de las limitaciones de los estudios en animales, el modelo de 
choque puede reflejar la práctica actual del tratamiento, después de un trauma grave y 































Las células eucariotas están rodeadas por una membrana cuya base estructural es una 
bicapa lipídica que está formada por tres clases de lípidos: los glicerofosfolípidos, los 
esfingolípidos y los esteroles [Futerman and Hannun, 2004]. Las propiedades 
bioquímicas y biofísicas de los mismos varían considerablemente e impactan en forma 
diferente en la función celular. Los esfingolípidos fueron así denominados por J.L.W. 
Thudichum, inspirado en las esfinges (Sphinx) de la mitología griega y así llamó a los 
compuestos que había aislado en el año 1884, debido precisamente a la naturaleza 
enigmática de sus funciones. Inicialmente los esfingolípidos estaban reconocidos 
principalmente como elementos estructurales de la membrana biológica, pero se ha 
descrito ampliamente en los últimos años su papel en la regulación de procesos clave 
para la funcionalidad celular. Dada la gran variedad de los esfingolípidos tanto desde el 
punto de vista estructural como funcional, el estudio de estos compuestos se ha 
convertido en un tema de gran intéres. 
 
2.1. Estructura y función 
 
Como todos los lípidos de membranas, los esfingolípidos son moléculas anfipáticas que 
tienen propiedades hidrofóbicas y también hidrofílicas. La región hidrofóbica consiste 
en una base esfingoidea de larga cadena (normalmente esfingosina, fitoesfingosina, 
esfinganina) al que se une un ácido graso de longitud variable en posición C-2. La 
región hidrofílica varía según el tipo de esfingolípido, por ejemplo fosfato en el caso de 
esfingosina-1-P (S1P) y de ceramida-1-P (C1P), fosforilcolina en la esfingomielina y 
residuos de azucar en los glicoesfingolípidos, mientras que la ceramida, que es el 
esfingolípido más simple, tiene una región hidrofílica mínima que consta de dos grupos 
-OH. Se conocen cinco bases esfingoideas diferentes en las células de mamífero, más de 
20 especies de ácidos grasos (que varían en la longitud, el grado de saturación y de 
hidroxilación) pueden unirse a la base esfingoidea y alrededor de 500 carbohidratos 
diferentes se han descrito en los glicoesfingolípidos, lo que refleja la gran variedad de la 
familia de los esfingolípidos [Futerman and Hannun, 2004]. Aparte de su papel 
estructural como componentes de las membranas, los esfingolípidos regulan la dinámica 
de éstas y forman parte de los microdominios de membrana denominados balsas 
lipídicas de membrana (“lipid rafts”) que tienen propiedades y funcionalidad propias. 
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También regulan procesos celulares como la diferenciación, el crecimiento, la 
apoptosis, la inmunidad innata y adquirida, la permeabilidad vascular y el tono del 
músculo liso [Uhlig and Gulbins, 2008]. Cada vez más, los esfingolípidos se están 
revelando como elementos clave en distintas cascadas de transducción de señales. Por 
otro lado, algunos esfingolípidos actúan como receptores en la infección de patógenos 
[Hanada, 2005; Sandvig et al., 2004] o como antígenos en la respuesta inmune 
[Schwerer, 2002; Yuki, 2001]. Por último, los esfingolípidos contribuyen a diferentes 
condiciones patológicas como el edema pulmonar, el enfisema, la fibrosis quística o la 




La vía metabólica de los esfingolípidos representa una compleja red de reacciones que 
resulta en la formación de una multitud de esfingolípidos. Los elementos centrales de su 
biosíntesis y catabolismo son la ceramida (Cer) y la dihidroceramida (dhCer) (figura 5). 
La ceramida puede originarse por dos mecanismos diferentes, que son la síntesis de 
novo y la hidrólisis del complejo lipídico, especialmente de la esfingomielina (SM) 
[Bartke and Hannun, 2009]. La síntesis de novo empieza con la condensación de la 
serina y del palmitoil-CoA por la enzima serina palmitoil transferasa (SPT) para formar 
la 3-ceto-dihidroesfingosina. Posteriormente la 3-ceto-dihidroesfingosina es reducida a 
dihidroesfingosina (esfinganina), que es N-acetilada por acción de las dhCer sintasas 
para producir dhCer o ceramida [Mandon et al., 1992]. A continuación, la dhCer puede 
ser desaturada por la dhCer desaturasa, dando origen a la ceramida [Michel et al., 
1997a]. En las reacciones siguientes la ceramida es principalmente usada para la síntesis 
de la SM, mediante la transferencia del grupo de cabeza fosfocolina de la 
fosfatidilcolina a la ceramida en una reacción catalizada por las enzimas SM sintasas, 
produciendo también diacilglicerol [Tafesse et al., 2006]. En segundo lugar la ceramida 
puede ser fosforilada por la ceramida quinasa y luego ser reciclada por la acción de la 
enzima C1P fosfatasa [Shinghal et al., 1993] o glicosilada por la glucosil o galactosil 
ceramida sintasas [Ichikawa and Hirabayashi, 1998]. En la vía metabólica hidrolítica, la 
esfingomielina es degradada por acción de las esfingomielinasas (SMasas) que resulta 
en la liberación de ceramida y fosfocolina. Otra fuente de ceramida deriva de la 
degradación de los glicoesfingolípidos a través de la hidrólisis secuencial de las 
porciones hidrofílicas terminales por parte de las enzimas hidrolasas. Los productos 
69
Introducción 
glucosilceramida y galactoceramida son ulteriormente hidrolizados a ceramida por las 
β-glucosidasas y galactosidasas [Tettamanti, 2004]. La ceramida es metabolizada por 
las ceramidasas (CDasas), que eliminan el residuo de acil graso, unido mediante un 
enlace amida, para formar la esfingosina (Sph). Se han identificado tres tipos de CDasas 
según el pH óptimo y la localización subcelular: CDasa ácida, CDasa neutra/alcalina y 
CDasa alcalina [Mao and Obeid, 2008]. La Sph está disponible para el reciclaje en la 
vía de los esfingolípidos o para la fosforilación por parte de una de las Sph quinasas, 
SK1 y SK2, que dan origen a la Sph-1-fosfato (S1P) [Hait et al., 2006]. Además las S1P 
fosfatasas pueden defosforilar S1P, regenerando Sph [Johnson et al., 2003]. Por último, 
la S1P liasa puede metabolizar S1P para liberar etanolamina fosfato y hexadecenal, que 
posteriormente reducidos a palmitato, pueden ser incorporados nuevamente en la vía 




Figura 5. Esquema del metabolismo de los esfingolípidos. Tomado de Bartke N, 






2.3. Compartimentalización y regulación de los esfingolípidos bioactivos 
 
Las reacciones enzimáticas implicadas en el metabolismo de los esfingolípidos se 
producen en diferentes compartimentos celulares (figura 6). La etapas iniciales de la 
síntesis de novo de los esfingolípidos que dan origen a la ceramida tienen lugar en la 
superficie citosólica del retículo endoplasmático (RE) y potencialmente en las 
membranas asociadas al RE como la membrana perinuclear y la membrana asociada a 
las mitocondrias [Michel and van Echten-Deckert, 1997]. La síntesis de metabolitos de 
los esfingolípidos más complejos como SM y glucosilceramida (GlcCer) ocurre en el 
aparato de Golgi. Hay dos vías específicas para el transporte de la ceramida desde el RE 
hacia el complejo de Golgi: transporte vesicular (implicado en la formación de GlcCer) 
o mediado por la proteína transportadora de ceramida (CERT) en un proceso 
dependiente de ATP (implicado en la síntesis de la SM). Posteriormente, la proteína de 
transporte FAPP2 (la proteína adaptatora de cuatro fosfato 2) libera GlcCer como 
precusor para la síntesis de los glicoesfingolipídos (GSLs) [Yamaji et al., 2008]. La 
síntesis del complejo de los GSLs (por ejemplo los gangliósidos) ocurre en el lumen del 
Golgi. Por lo tanto la GlcCer tiene que ser transportada de forma inversa para pasar de 
la superficie citosolica al Golgi. Este mecanismo es facilitado por la glicoproteína P, un 
trasportador ABC (del inglés ATP binding cassette), conocido también como MDR1 
[Lannert et al., 1998]. En segundo lugar la SM y el complejo de los GSLs son 
trasportados hacia la membrana plasmática mediante transporte vesicular y la SM puede 
ser metabolizada a ceramida a través de la aSMasa en la parte más externa de la 
membrana o de la nSMasa en la parte más interna de la membrana. Desde la membrana 
plasmática los esfingolípidos pueden ser redistribuidos mediante la vía endosomal: SM 
y GlcCer son metabolizadas a ceramida en el compartimento lisosomal por acción de las 
SMasas y glucosidasas y, la ceramida es posteriormente degradada por la CDasa para 
formar Sph [Bartke and Hannun, 2009]. Debido a su carga positiva, la Sph es capaz de 
dejar el lisosoma y tiene una adecuada solubilidad en el citosol que le permite moverse 
entre las membranas, incluso en el RE [Riboni et al., 1998]. En conclusión, la 
localización subcelular de las enzimas del metabolismo de los esfingolípidos es una 
clave importante que determina el sitio de acción de los mismos esfingolípidos 
bioactivos. Puesto que estos compuestos tienen partes hidrofóbicas e hidrofílicas, es 
evidente que se trata de componentes integrales de membrana biológica que pueden 
mostrar pequeños movimentos dentro la misma capa lipídica (difusión lateral, rotación o 
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flexión) o de una monocapa a la otra gracias a las enzimas flipasas (movimentos “flip 
flop”). Existen además mecanismos de transporte específico de esfingolípido (CERT o 




Figura 6. Compartimentalización de los metabolitos y de las enzimas de la vía de los 
esfingolípidos. Tomado de Bartke N, Hannun YA, 2009. 
 
2.4. Microdominios de membrana 
 
Las membranas celulares muestran un alto grado de organización y los esfingolípidos 
son responsables de su estructura y rigidez. Además de los esfingolípidos, las 
membranas celulares se componen fundamentalmente de colesterol y 
glicerofosfolípidos. Los grupos que forman la cabeza polar de los esfingolípidos 
interactúan unos con otros y con el grupo hidroxilo de la molécula de colesterol a través 
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de interacciones hidrófilicas, mientras que las cadenas alquílicas y el sistema de anillos 
del colesterol exhiben interacciones hidrofóbicas de tipo de van der Waals [Brown and 
London, 1998]. Las moléculas de colesterol parecen llenar los huecos entre los 
esfingolípidos y promover así la estructura de estos dominios [Simons and Ikonen, 
1997]. De esta forma, las interacciones estrechas dan lugar a una separación de los 
esfingolípidos y colesterol de los otros fosfolípidos en la membrana celular y a la 
formación de distintos dominios muy pequeños en la membrana celular, enriquecidos en 
esfingolípidos y colesterol [Brown and London, 1998; Kolesnick et al., 2000], que se 
denominan balsas lipídicas (“lipid rafts”). La generación de ceramida en las balsas de 
lípidos por acción de las esfingomielinasas, se ha demostrado que da lugar a la 
formación de plataformas, dominios de membrana más grandes [Gulbins et al., 2004; 
Gulbins and Kolesnick, 2003; Liu and Anderson, 1995]. En general, las balsas sirven 
como puntos de anclaje del citoesqueleto o como lugares de agregación y 
oligomerización para diferentes receptores como se ha demostrado para CD95, DR5 o 
CD40 [Dumitru and Gulbins, 2006; Grassme et al., 2001; Grassme et al., 2002] que 
permiten el inicio de las cascadas de señalización, regulando directamente moléculas 
como la catepsina D [Heinrich et al., 1999], la fosfolipasa A2 [Huwiler et al., 2001], la 
proteína quinasa C [Muller et al., 1995] y como lugares para la captación de los 
microorganismos [Esen et al., 2001; Grassme et al., 1997; Grassme et al., 2003]. Las 
balsas de lípidos son también esenciales para la transducción de señalización mediada 
por los receptores de inmunidad innata TLR. TLR-4 y otros miembros del complejo 
LPS-receptor como el CD14 deben ser colocalizados en regiones de balsas lipídicas 
para que la señalización inducida por el LPS sea eficiente. Sin embargo, los efectos de 
la ceramida en los procesos inflamatorios muestran alta variabilidad. Así, la ceramida se 
ha demostrado que inhibe los efectos del LPS sobre la óxido nítrico sintasa inducible 
(NOS2) y sobre la expresión de la ciclooxigenasa 2 [Hsu et al., 2001; Koide et al., 
2003], mientras que en otros estudios, se ha demostrado que es capaz de potenciar la 
expresión de estas moléculas [Pahan et al., 1998; Won et al., 2004]. Las balsas de 
membrana enriquecidas en ceramida parecen también estar implicadas en la regulación 
de canales iónicos como Kv 1.5 [Cogolludo et al., 2006; McEwen et al., 2008] y en la 
formación de poros en la membrana mitocondrial externa [Siskind et al., 2002] que 
podrían ser importantes para la inducción de apoptosis. Las caveolas son una forma 
particular de balsa lipídica y su principal component es la caveolina-1. En los pulmones, 
las caveolas son particularmente abundantes en las células endoteliales, en células 
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alveolares de tipo II, en los fibroblastos y en las células de músculo liso [Parton and 
Simons, 2007; Predescu et al., 2007]. 
 
2.5. Esfingolípidos y vías de señalización 
 
2.5.1. Las esfingomielinasas 
 
La hidrólisis de la esfingomielina a ceramida y fosfocolina es catalizada por diferentes 
isoenzimas esfingomielinasas que se diferencian en base a su pH óptimo, localización 
subcelular o dependencia de cationes: la SMasa ácida presente en los lisosomas, una 
forma secretada y soluble de SMasa ácida dependiente de zinc, la SMasa neutra 
dependiente de magnesio y unida a la membrana, una SMasa neutra independiente de 
magnesio y una SMasa alcalina [Andrieu-Abadie et al., 2001; Goni and Alonso, 2002; 
Levade et al., 1999; Levade and Jaffrezou, 1999; Marchesini and Hannun, 2004]. 
  
2.5.1.1. La esfingomielinasa ácida (aSMasa) 
 
El gen codificante para la aSMasa es el SMPD1 que se encuentra en el cromosoma 
11p15.1-11p15.4 humano y puede dar lugar a tres ARNm por procesamiento post-
transcripcional (“splicing”), pero solo el transcrito de tipo 1 da origen a la enzima 
funcional (Schuchman EH et al., 1991). El ADNc completo genera un polipéptido de 
629 aminoácidos [Quintern et al., 1989; Schuchman et al., 1991] que representa la 
proteína precursora y que, según su compartimentación, puede dar lugar a dos formas de 
aSMasa, una aSMasa que se localiza en los lisosomas, y que es la más estudiada, y una 
forma secretada que es liberada a nivel extracelular [Schissel et al., 1996]. La existencia 
de dos formas puede servir para controlar diferentes procesos metabólicos y así el efecto 
biológico de la hidrólisis de la esfingomielina a ceramida puede depender de su 
compartimentación [Jenkins et al., 2009]. La aSMasa de ratón tiene un 82% de 
identidad con la humana y se localiza a nivel del cromosoma 7. El análisis de la region 
anterior (upstream) del gen revela la presencia de zonas ricas en GC y muchos 
elementos potencialmente promotores, incluyendo secuencias consenso de unión para 
algunos factores de transcripción como AP-1 y Sp1 que inducen la activación de genes 
en respuesta a estímulos inflamatorios, inmunológicos o de estrés [Schuchman et al., 
1991]. La estimulación del promotor de la aSMasa se ha encontrado en muchas 
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situaciones, como en la diferenciación inducida por ácido transretinoico (ATRA) de las 
células leucémicas [Murate et al., 2002], la diferenciación de los monocitos a 
macrófagos [Langmann et al., 1999], en los fibroblastos procedentes de pacientes con el 
síndrome de Werner [Lecka-Czernik et al., 1996] y en modelos de obesidad en ratón 
inducida genéticamente y por dieta [Samad et al., 2006; Shah et al., 2008]. La SMPD1 
está también sujeta a regulación epigenética mediante metilación [Simonaro et al., 
2006]. La capacidad de la aSMasa de desarrollar sus funciones metabólicas es debida a 
mútiples niveles de regulación celular que necesitan una adecuada transcripción, 
traducción, modificaciones post-traduccionales, transporte y compartimentación que 
den origen a la enzima madura y funcional (figura 7). Además de la síntesis y del 
transporte, la actividad enzimática de la aSMasa puede ser modulada por lípidos, 
cationes, pH, agentes oxidantes y otras proteínas [Jenkins et al., 2009].  
 
 
Figura 7. Esquema de la aSMasa: desde el gen a la enzima funcional. Tomado de 




Al igual que las otras enzimas del endolisosoma, la aSMasa tiene una secuencia señal 
para el retículo endoplasmático a nivel del extremo N terminal, que es suficiente para la 
introducción del polipéptido precursor en el RE. En el RE, el precursor de la aSMasa 
comienza un proceso de maduración común a todas las proteínas de la vía secretora. La 
expresión de un mutante de la aSMasa humana que carece del péptido señal resulta en la 
producción de una proteína no glicosilada, de localización citosólica que no tiene 
actividad enzimática en extractos celulares, y que no es secretada [Ferlinz et al., 1994]. 
Por otra parte, la secuencia señal es una región polimórfica, razón por la cual podría ser 
poco probable que influya en la actividad catalítica en sí misma. La aSMasa es 
altamente sensible a los agentes reductores [Liu and Hannun, 1997] y problablemente su 
inactivación implica la reducción de los puentes disulfuro y la oxidación o deleción del 
residuo de cisteína 629 que resulta en el aumento de la actividad de la aSMasa [Qiu et 
al., 2003]. Otro tipo de modificación post-traduccional que puede sufrir la aSMasa es la 
nitrógeno-glicosilación a nivel de los residuos de asparagina (Asn86, Asn175, Asn335, 
Asn395 y Asn520). La mutación del residuo Asn520 lleva a una producción reducida de 
la forma secretada de la aSMasa y a una pérdida completa de función de la aSMasa de 
los lisosomas, presumiblemente por una incorrecta compartimentación [Ferlinz et al., 
1997]. Esta glicosilación podría también servir como protección para prevenir la posible 
destrucción en el entorno hostil del lisosoma [Newrzella and Stoffel, 1996] o para 
mantener la enzima madura en una conformación activa [Bartelsen et al., 1998]. Por 
último, otro mecanismo de compartimentación de la aSMasa de los lisosomas está 
mediado por la vía del receptor de la manosa-6-fosfato [Ni and Morales, 2006].  
Por otra parte, se ha descrito que la forma secretada de la aSMasa es una fosfoproteína 
en virtud de la posible incorporación del fosfato en las estructuras de oligosacáridos 
(por ejemplo, la manosa-6-fosfato) [Hurwitz et al., 1994b] o en la cadena principal del 
polipéptido [Ferlinz et al., 1997]. Recientemente, Zeidan y sus colaboradores han 
publicado una serie de estudios que demuestran que la aSMasa puede ser fosforilada a 
nivel de la serina 508 por la proteína quinasa citosólica C delta (PKC δ), y que esta 
foforilación parece ser necesaria para la activación y la relocalización de la enzima a la 
membrana plasmática [Zeidan and Hannun, 2007; Zeidan et al., 2008a; Zeidan et al., 
2008b]. Otros grupos han analizado diferentes mutaciones a nivel de la porción 
carboxilo-terminal (aminoácidos 462-629) de la aSMasa, demostrando que tal extremo 
es crucial para la estructura de la proteína, que a su vez determina la función enzimática 
y la secreción [Lee et al., 2007]. 
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La aSMasa también es objeto de procesamiento proteolítico. Poco después de la entrada 
en el RE, una peptidasa elimina la secuencia señal del RE a nivel del extremo N-
terminal (aminoácidos 1-46) y probablemente unos pocos residuos adicionales. Muchos 
estudios evidencian la presencia de múltiples etapas de procesamiento proteolítico y se 
presentan varias teorías sobre la forma madura de la aSMasa. Según algunos autores el 
procesamiento de la pre-pro-forma inicial de la aSMasa de 75 kDa a la pro-forma de 72 
kDa se produce dentro de 2-3 horas, mientras que la formación de la forma madura de 
70 kDa se obtiene después de 4-8 horas [Jenkins et al., 2009]. Por último, se ha 
observado que la forma de 70 kDa se pierde tras el tratamiento con desipramina, lo que 
sugiere que esta forma representa la enzima madura [Hurwitz et al., 1994a]. Estudios de 
biosíntesis de la aSMasa en fibroblastos humanos [Hurwitz et al., 1994b] y en células 
COS-1 transfectadas [Ferlinz et al., 1994] muestran que la forma madura de la enzima 
lisosomal es la de 70 kDa, aunque en el aparato de Golgi y en los lisosomas se detecten 
formas más pequeñas también. De hecho, el grupo de Kusada ha encontrado como 
forma activa, una de 58 kDa a nivel de tejido cutáneo [Kusuda et al., 1998] y otros 
estudios han demostrado la presencia de formas de 57 y 52 kDa [Ferlinz et al., 1997; 
Hurwitz et al., 1994b]. Además, otras evidencias suguieren que a partir del pro-
precursor de 75 kDa se generan dos formas de aSMasa: una forma lisosomal activa de 
70kDa y una forma de 57 kDa a nivel de RE y Golgi, que pero tiene menos actividad 
enzimática [Ferlinz et al., 1994; Hurwitz et al., 1994b]. Por el contrario, Edelmann y sus 
colaboradores sugieren que la forma madura coresponde a la de 57 kDa, que presenta 
una mayor actividad enzimática respecto a las de 75/72 kDa [Edelmann et al., 2011]. 
Una vez maduras las formas secretada y lisosomal, se direccionan hacia sus respectivos 
destinos intra o extracelulares. La actividad de ambos puede ser influenciada por el pH, 
el requerimiento de cationes, la presencia del dominio de unión para las proteínas 
activadoras de los esfingolípidos (saposin-like domain, SAP domain) y la unión con 
lipídos activadores o inhibidores.  
Usando la aSMasa lisosomal purificada a partir de la placenta humana, Callahan y 
colaboradores deducen que el pH ácido (4.5-5.5) es un requisito importante para la 
correcta función de la enzima y lo que más afecta es a su afinidad de unión al substrato 
(Km) y no a su velocidad catalítica (Vmax) [Callahan et al., 1983]. Mientras que la 
SMasa lisosomal parece ser capaz de funcionar en condiciones de pH bajo en los 
compartimentos de los lisosomas, la forma secretada puede participar en la hidrólisis de 
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la esfingomielina también en condiciones de pH neutro en el medio extracelular o en 
asociación con lipoproteínas en el suero.  
Tanto la forma secretada como la lisosomal son metaloenzimas de zinc (Zn). La aSMasa 
de los lisosomas se une estrechamente al Zn durante su maduración y por lo tanto la 
disponibilidad de Zn o factores que regulen el Zn son importantes mediadores de la 
actividad de tal enzima. Para la aSMasa secretada, el requisito de cationes para la 
actividad enzimática es menos conocido [Bartelsen et al., 1998; Qiu et al., 2003]. La 
estructura primaria del extremo N-terminal de la aSMasa tiene un dominio llamado 
“saposin-like domain” (SAP-domain), que se extiende después de la secuencia señal 
(aminoácidos 89 a 165) [Ponting, 1994]. Este dominio tiene motivos permutados 
parecidos a los dominios específicos para las saposinas, que son poteínas presentes 
predominantemente en el compartimento ácido y que facilitan la degradación de los 
esfingolípidos [Kolter and Sandhoff, 2005]. Se ha sugerido que el dominio SAP podría 
funcionar como una región intramolecular activadora para la hidrólisis de la SM, gracias 
al dominio rico en prolina que sirve como región de unión entre este y el sito catalítico 
(figura 8). Mutaciones en los residuos conservados de este dominio resultan en la 
alteración de la actividad de la aSMasa de los lisosomas, lo que puede o no ser 
rescatado por administraciones exógenas de SAP [Jenkins et al., 2009], sugiriendo que 
tal dominio pueda tener otras funciones también. 
 
Figura 8. Estructura de la aSMasa. A) Estructura primaria del polipéptido; B) 
Conformación estilizada de la enzima madura. Tomado de Jenkins RW et al., 2009. 
 
Teniendo en cuenta que el substrato de la aSMasa reside en las membranas biológicas y 
que la aSMasa es una enzima soluble, parece probable que la interacción con los lípidos 
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vecinos podría servir como un mecanismo para regular la función de la enzima. De 
hecho, estudios recientes revelan que el bis-monoacilglicerofosfato (BMP) y el 
fosfatidilinositol (PI) incrementan la hidrólisis de la SM por la aSMasa humana 
recombinante (rh-aSMasa) [Linke et al., 2001], mientras que los derivados fosforilados 
del PI (por ejemplo, PI-3,5-P2 y PI-3,4,5-P3) actúan como inhibidores in vitro [Kolzer 
et al., 2003; Testai et al., 2004]. Así, la presencia (o ausencia) de diferentes inhibidores 
o activadores lipídicos puede limitar la función de la aSMasa en ciertos compartimentos 
(por ejemplo, PI-3,4,5-P3 en la membrana plasmática) o promover su acción en otros 
(por ejemplo, el aumento de BMP en el lisosoma). Estudios previos en células 
[Kolesnick, 1987] muestran también que el 1,2- diacilglicerol (DAG) aumenta los 
niveles de ceramida, posiblemente mediante la activación de aSMasa. Recientemente, el 
grupo de Matsumoto ha demostrado que el NO induce una interacción entre la pro-
caspasa 3 y la aSMasa, que inhibe la activación de la pro-caspasa 3, una proteasa 
implicada en la ejecución del proceso apoptótico [Matsumoto et al., 2003]. Estos 
resultados podrían apoyar estudios anteriores que sugieren una estrecha relación entre 
las vías de NO y de ceramida [Igarashi et al., 1999]. De hecho, Clementi y sus 
colaboradores han observado que el NO exógeno en las células U937 [De Nadai et al., 
2000] y el NO endógeno generado en la línea celular HeLa Tet-off [Bulotta et al., 2001] 
regulan el proceso de apoptosis inducido por TNF-α a través de una vía que implica la 
acumulación de ceramida. Por último, un gran número de estudios han demostrado que 
los inhibidores de la caspasa reducen la activación de la aSMasa inducida por TNF o 
CD95 [Brenner et al., 1998] y que la sobreexpresión de la caspasa-8 o FADD (Fas-
Associated protein with Death Domain) resulta en el aumento de la ceramida después de 
la señal generada por CD95 [Grullich et al., 2000]. Estos resultados están apoyados por 
estudios recientes en células de glioma que sugieren que la activación de la aSMasa 
inducida por Fas es inhibida por z-IEDT-fmk, un inhibidor de la caspasa-8 [Sawada et 
al., 2002]. Por otro lado Schwandner demuestra que ni la caspasa-8 ni un mutante 
negativo de la caspasa-8 afectan la activación de la aSMasa inducida por TNF-α 
[Schwandner et al., 1998]. Sin embargo, se desconoce cual es la forma que está 
implicada en este evento y si la interacción se produce a nivel de membrana plasmática. 






2.5.1.2. La esfingomielina neutra (nSMasa) 
 
La esfingomielinasa neutra se produce a partir de un gen diferente de la aSMasa. Su 
actividad depende de cationes como magnesio (Mg2+) y manganeso (Mn2+) y es 
significativamente estimulada por los lípidos aniónicos, especialmente fosfatidilserina. 
El pH óptimo para la actividad de la nSMasa es alrededor de 7.4. Las actividades de la 
esfingomielinasa neutra se han descrito tanto en tejidos de mamíferos como en líneas 
celulares [Levade and Jaffrezou, 1999; Liu and Hannun, 1997]. La más conocida, la 
nSMasa dependiente de magnesio y unida a la membrana (nSMasa2, SMPD3), se 
encuentra predominantemente en el cerebro y en otros tejidos [Das et al., 1984; Liu et 
al., 1998; Tomiuk et al., 1998]. La actividad de estas enzimas parece estar implicada en 
la generación de ceramida inducida por el estrés y por la apoptosis [Liu and Hannun, 
1997; Wiegmann et al., 1994]. La nSMasa1 (SMPD2) es Mg2+-dependiente, se localiza 
en el retículo endoplasmático y es reversiblemente inhibida por el glutatión oxidado, 
pero su función sigue estando mal definida; se ha sugerido que este tipo de nSMasa 
pueda actuar principalmente como una fosfolipasa C (PLC) especifíca para el 
intermedio liso-PAF. La nSMasa2 (SMPD3) se expresa en el aparato de Golgi, pero 
probablemente también en la membrana plasmática y parece ser la principal isoenzima 
nSMasa que se activa por estrés oxidativo [Castillo et al., 2007; Goldkorn et al., 2005; 
Marchesini and Hannun, 2004]. Recientemente, se ha observado que la nSMasa3 
(SMPD4) se expresa en niveles elevados no solo en el corazón, sino también en los 
pulmones y en otros órganos [Krut et al., 2006].  
 
2.5.2. Ceramida y ceramida-1-fosfato (C1P) 
 
La ceramida y la esfingosina-1-P (S1P) son los esfingolípidos bioactivos más 
importantes. La ceramida es producida en respuesta a varios estímulos entre los cuales 
destacan situaciones de estrés celular (como la isquemia, la radiación ultravioleta, el 
estrés oxidativo, los agentes quimioterapéuticos o la hipoxia/reperfusión) [Chang et al., 
1995; Haimovitz-Friedman et al., 1997; Hannun and Obeid, 2002; Hernandez et al., 
2000; Obeid et al., 1993; Senchenkov et al., 2001; Wright et al., 1996] y es inducida 
también por mediadores proinflamatorios como el LPS, el TNF-α, la IL-1 y el PAF 
[Goggel et al., 2004; Lang et al., 2005; Mathias et al., 1993; Schutze et al., 1992]. 
Muchas evidencias muestran que la ceramida es un mediador implicado en la regulación 
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de diferentes procesos celulares como el crecimiento, la diferenciación [Okazaki et al., 
1989], la senescencia [Venable et al., 1995], la necrosis [Hetz et al., 2002], la 
proliferación [Adam et al., 2002] y la apoptosis [Obeid et al., 1993]. En lo que se refiere 
a la estructura, la ceramida se compone de un ácido graso unido mediante un enlace 
amida a una esfingosina y un alcohol insaturado de 18 carbonos (figura 9). 
 
Figura 9. Estructura de la ceramida. 
 
Los diferentes tipos de ceramida se diferencian por el grado de saturación, por la 
longitud de la cadena de ácido graso y por la α-hidroxilación de los ácidos grasos unidos 
al nitrógeno. Estas especies de ceramida pueden residir de manera preferencial en 
distintas localizaciones subcelulares, que pueden relacionarse con enzimas específicas 
implicadas en su metabolismo y localizadas en la parte intracelular. Además, las 
distintas ceramidas se forman por acción de diferentes isoenzimas esfingomielinasas 
[Marchesini and Hannun, 2004] y pueden participar en varias vías de señalización 
reguladoras y respuestas celulares [Hannun and Obeid, 2002; Kolesnick et al., 2000; 
Riboni et al., 1997]. La ceramida puede ejercer sus acciones mediante la alteración de 
las propriedades físicas de la membrana (microdominios de membrana ricos en 
ceramida) y/o la interacción específica con dianas intracelulares como las proteínas 
fosfatasas, fosfolipasas A2 (PLA2), la catepsina D, que parece medie la acción de la 
ceramida producida en los lisosomas [Heinrich et al., 1999] o los canales iónicos. 
Ejemplos de fosfatasas activadas por la ceramida son la PP1, PP2A y PP2C [Canals et 
al., 2012; Saddoughi et al., 2013]. PP2A se encuentra en un complejo asociada con SET 
(también conocido como I2PP2A) que inhibe la función de PP2A. La ceramida se une a 
SET, demostrando sus acciones inhibitorias [Saddoughi et al., 2013]. La activación de 
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PPA2 que induce la defosforilación de Akt, un potente promotor de la supervivencia 
celular, podría, en parte, explicar las acciones proapoptóticas de la ceramida. Además, 
PP1 podría ser la diana de la ceramida generada a nivel de la membrana plasmatica 
[Canals et al., 2012]. La catepsina D fue identificada por el grupo de Heinrich como una 
posible proteasa de unión a la ceramida [Heinrich et al., 1999]. La interacción de la 
ceramida con las catepsinas D induce la proteólisis autocatalítica de la proenzima de 52 
kDa que genera la forma activa de 48/32 kDa, implicada en la activación proteolítica de 
las proteínas que se secretan (Henderson et al. 1993). La catepsina D ha sido 
recientemente implicada también en la mediación de la apoptosis en respuesta a TNF-α, 
el interferón γ (IFN-γ), CD95 y los agentes quimioterapéuticos [Deiss et al., 1996; Wu 
et al., 1998]. Estos estudios pueden vincular la aSMasa y la ceramida a la catepsina D, y 
por lo tanto a la vía secretora y a los eventos de señalización de apoptosis. Se ha 
observado también que la ceramida puede regular la proteína quinasa C (PKC) ζ [Wang 
et al., 2005], raf-1 [Blazquez et al., 2000] y la quinasa represora de Ras [Ruvolo, 2003]. 
La estimulación de la proteína quinasa atípica PKCζ por acción de la ceramida, 
probablemente concomitante con su reclutamiento hacia la membrana, conduce también 
a la inhibición de Akt y de las funciones proapoptóticas y a la regulación del potencial 
de membrana [Bourbon et al., 2002; Fox et al., 2007; Wang et al., 2005]. La formación 
de microdominios enriquecidos en ceramida o plataformas lipídicas denominadas “lipid 
rafts” desempeña un papel muy importante en la señalización celular, ya que las 
alteraciones de los dominios de membrana debidas al aumento de la ceramida y a su 
tendencia a auto-asociarse, afectan la composición de la membrana y las interacciones 
de los lípidos y de las proteínas de señalización. Estas plataformas están implicadas en 
una variedad de cascadas de señalización en células inmunes como la activación de las 
células B, la infección por patógenos bacterianos y la liberación de citoquinas durante la 
infección y son importantes en la inducción de apoptosis [Henry et al., 2013].  
La ceramida puede ser convertida también en ceramida-1-fosfato (C1P) que tiene 
acciones específicas, como la activación de la fosfolipasa A2 citosólica (cPLA2) y la 
regulación de la apoptosis [Chalfant and Spiegel, 2005; Mitra et al., 2007]. La C1P es 
producida por la ceramida quinasa (CERK) a nivel de la región Trans-Golgi (Trans-
Golgi network, TGN). La C1P activa la fosfolipasa-A2α citosólica (cPLA2α) [Pettus et 
al., 2004], la enzima que libera el araquidonato, el precursor de los eicosanoides. La 
C1P inhibe la ADAM17 (también conocido como enzima de conversión del factor de 
necrosis tumoral TNF, o TACE), la principal metaloproteasa responsable de la escisión 
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del pro-TNF para liberar la forma inflamatoria activa, probablemente mediante la unión 
a uno o más motivos tribásicos similares [Lamour et al., 2011].  
 
2.5.3. Esfingosina y esfingosina-1-fosfato (S1P) 
 
La ruptura del enlace amida de la ceramida producido por las enzimas CDasas libera 
esfingosina y ácidos grasos. A diferencia de la ceramida, que puede ser formada de novo 
o por hidrólisis de la esfingomielina, la esfingosina es producida a partir de la ceramida 
en la reacción catalizada por las CDasas o mediante hidrólisis de los esfingolípidos de la 
membrana plasmática [Michel and van Echten-Deckert, 1997]. La esfingosina es una 
importante molécula de señalización que regula el ciclo celular y la apoptosis mediante 
la modulación de proteínas quinasas y otras vías de señalización [Ma et al., 2005]. La 
esfingosina sirve también como substrato para la esfingosina quinasa y, por lo tanto, 
como precursor de esfingosina-1-fosfato. S1P se sintetiza por dos isoenzimas de la 
esfingosina quinasa (SphK1, SphK2) y es degradado por acción de las S1P fosfatasas, 
las fosfatasas o S1P liasa [Spiegel and Milstien, 2003]. Las plaquetas carecen de S1P 
liasa, razón por la cual se implica a estas células como fuentes de S1P en cantidad 
relativamente alta (0.5 mM) en el suero [Allende and Proia, 2002], donde se une a la 
albúmina y a las lipoproteínas de alta densidad [Murata et al., 2000]. Sin embargo, otras 
células tales como eritrocitos, neutrófilos, mastocitos, células mononucleares y células 
endoteliales también pueden secretar S1P [Olivera et al., 1999; Pappu et al., 2007; 
Yatomi et al., 2001]. En todo caso el control de S1P extracelular es complejo y parece 
también implicar la exportación de SphK-1a para producir S1P fuera de las células 
[Venkataraman et al., 2006], la degradación por fosfatasas específicas para lípidos (que 
son proteínas integrales de membrana localizadas en el lado extracelular) y la 
recaptación [Zhao et al., 2007]. La actividad de SphK es inducida por una variedad de 
estímulos [Taha et al., 2006], entre los cuales destacan los agonistas de los receptores 
muscarínicos M2 (que conducen a la constricción de las vías respiratorias [Pfaff et al., 
2005], la activación de los receptores de IgE [Oskeritzian et al., 2008], la histamina, 
varios factores de crecimiento y diversas citoquinas [Alemany et al., 2007].  
La S1P está implicada en la regulación de diferentes procesos celulares, como son: 
proliferación y supervivencia celular, angiogénesis, funciones de la barrera endotelial, 
movilidad celular, quimiotaxis, organización del citoesqueleto, homeostasis del calcio 
intracelular y la adhesión celular [Alemany et al., 2007; Spiegel and Milstien, 2003; 
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Watterson et al., 2003]. Las diversas funciones de S1P en la inmunidad innata y 
adaptativa (inmunovigilancia, tráfico de células inmunes y diferenciación, integridad de 
la barrera endothelial), están mediados por su unión a uno de los cinco receptores 
acoplados a la proteína G, que son S1P1- S1P5. La señalización inducida por estos 
receptores es compleja porque se expresan de forma diferente en las células inmunes y 
endoteliales y se acoplan a un conjunto variado de proteínas G heterotriméricas. Por 
ejemplo, la activación de S1P1 generalmente promueve la migración celular y la salida 
de los linfocitos T y B de los tejidos linfoides [Cyster and Schwab, 2012], mientras que 
S1P2 inhibe la motilidad para promover la retención de las células B en los centros 
germinales [Green et al., 2011]. Muchas evidencias muestran que los diferentes subtipos 
de receptores de S1P pueden actuar antagónicamente, como en la quimiotaxis (la 
estimulación es mediada por S1P1 y S1P3, y la inhibición por S1P2) [Spiegel et al., 
2002] o en las funciones de la barrera endotelial. Otro interesante antagonismo parece 
existir entre S1P y ceramida puesto que la primera tiene efectos antiapoptóticos y la 
segunda proapoptóticos [Spiegel and Milstien, 2003]. En vista de las consecuencias 
sobre el crecimiento y la diferenciación celular, y en consideración de los niveles de 
ceramida y S1P altamente dinámicos, este antagonismo se ha denominado '' reóstato '' 
de los esfingolípidos [Spiegel and Milstien, 2003]. Además los receptores de S1P 
muestran una alta homología con los receptores para el ácido lisofosfatídico, LPA1/2/3, 
[Yang et al., 2002] y algunos receptores pueden incluso reconocer al ácido 
lisofosfatídico [Murakami et al., 2008]. Mucho menos se sabe acerca de las dianas 
intracelulares de S1P, aunque en la última década, se han caracterizado algunas nuevas. 
Por ejemplo se ha demostrado que S1P, formada por SphK1 en respuesta a TNF o 
interleuquina-1 (IL-1), se une al factor 2 asociado al receptor del TNF (TRAF2) y al 
inhibidor 2 de la apoptosis celular (cIAP2), respectivamente, e induce actividades de 
poliubiquitinilación a nivel de la lisina 63 [Alvarez et al., 2010; Harikumar et al., 2014]. 
En respuesta a IL-1, que tiene un papel fundamental en las enfermedades 
autoinflamatorias, cIAP2 y SK1 forman un complejo con el factor-1 regulador del 
interferón (IRF1), que conduce a su poliubiquitinilación y activación. 
Consiguientemente IRF1 aumenta la expresión de las quimioquinas CXCL10 y CCL5 
que reclutan células mononucleares hacia los sitios estériles de inflamación [Harikumar 
et al., 2014]. Por lo tanto, además de la señalización del receptor S1P canónica, estas 
nuevas funciones intracelulares de S1P pueden estar involucradas en las respuestas 
inmunes e inflamatorias inducidas por citoquinas.  
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2.6. Papel fisiopatológico de los esfingolípidos a nivel pulmonar  
 
La alteración de la vía de señalización de los esfingolípidos puede desempeñar un papel 
fisiopatológico en varias condiciones tales como la diabetes, la aterosclerosis, la 
insuficiencia cardiaca crónica, la sepsis, el cáncer y varias enfermedades pulmonares 
incluyendo SDRA, fibrosis quística, EPOC y DBP [Gulbins and Li, 2006; Larsen and 
Tennagels, 2014; Tibboel et al., 2014]. Recientes evidencias sugieren un importante 
papel de los esfingolípidos en los procesos de daño y reparación pulmonar [Tibboel et 
al., 2014] y en el desarrollo pulmonar, puesto que se han observado niveles constantes 
de esfingomielina alveolar durante todo el periodo gestational [Gluck et al., 1971]. De 
hecho, recientemente se ha propuesto la posible implicación de los esfingolípidos en la 
maduración vascular durante el desarrollo de los vasos sanguíneos embrionarios y 
postnatales [Mulders et al., 2007]. Así, la deleción específica del receptor S1P1 en 
células endoteliales permite la formación de los tubos endoteliales embrionarios, pero 
impide la organización apropiada de las células de músculo liso lo que conduce a 
hemorragia embrionaria y a muerte intrauterina [Allende et al., 2003]. Además, se ha 
descrito la regulación del metabolismo de los esfingolípidos en pulmones de rata y se ha 
observado el aumento de los niveles de SMasa y ceramidasa durante la maduración del 
pulmón de rata [Allende et al., 2003] y la disminución de tales niveles después del 
nacimiento. Nuestro grupo ha demostrado en embriones de pollo que también la 
activación de la nSMasa y la conseguiente producción de ceramida están implicados en 
la vasoconstricción pulmonar hipóxica, evento responsable de la alta resistencia 
vascular pulmonar durante la vida fetal [Moreno et al., 2014], revelando que la ceramida 
es un mediador crítico en la regulación del tono vascular pulmonar. De hecho, la 
producción de ceramida es un evento temprano y necesario en la cascada de 
señalización de la VPH que conduce a la activación de PKCζ, la producción de especies 
reactivas del oxígeno, la inhibición de los canales de potasio dependientes de voltaje 
(Kv), la vasoconstricción y el aumento de la presión pulmonar [Cogolludo et al., 2009a; 
Frazziano et al., 2011; Moral-Sanz et al., 2011]. 
Además del desarrollo pulmonar y de la regulación del tono vascular, los esfingolípidos 
están también implicados en respuestas inflamatorias, enfermedades pulmonares e 
infecciones con patógenos. La instilación de TNF lleva a un aumento en los niveles de 
esfingomielina y de la actividad de la aSMasa, que induce la formación de la ceramida y 
afecta las funciones del surfactante en ratas [Ryan et al., 2003] y probablemente 
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también su producción en células pulmonares humanas H441 [Vivekananda et al., 
2001]. Además, evidencias experimentales y clínicas indican el papel crítico de la forma 
secretada de la aSMasa en la patogénesis del DPA y de la sepsis. La aSMasa tiene un 
papel importante a nivel fisiopatológico y se considera un mediador clave del edema 
pulmonar en modelos experimentales de daño pulmonar agudo [Goggel et al., 2004]. La 
aSMasa es secretada por las células endoteliales ante un estímulo bacteriano y sus 
niveles plasmáticos aumentan en pacientes en estado crítico [Claus et al., 2005]. Se ha 
observado una regulación positiva de la forma secretada en respuesta a citoquinas 
inflamatorias en cultivos de células endoteliales [Marathe et al., 1998] y también en 
modelos de inflamación sistémica aguda en ratón inducida por la inyección de LPS, IL-
1β y TNF-α [Lozano et al., 2001; Wong et al., 2000]. En apoyo a los datos de LPS, 
Salmonella typhi y Escherichia coli específicamente y de forma aguda inducen la 
regulación positiva de la aSMasa secretada a través de los macrófagos, lo que sugiere 
que la regulación de la enzima por los mediadores inflamatorios pueda implicar 
mecanismos compartidos por la respuesta inmune innata [McCollister et al., 2007]. Una 
elevada actividad de la aSMasa se ha encontrado en pacientes con diabetes tipo II 
[Gorska et al., 2003], insuficiencia cardíaca caquéctica [Doehner et al., 2007], sepsis 
[Claus et al., 2005], hipercitoquinemia [Takahashi et al., 2002], y en respuesta a terapia 
de radiación ionizante en pacientes con cáncer [Sathishkumar et al., 2005]. Además, 
recientes evidencias sugieren un papel de la aSMasa en la respuesta a diversos agentes 
patógenos [Dreschers et al., 2007]. En respuesta a la infección, se ha demostrado que la 
aSMasa se localiza en la cara externa de la membrana plasmática, generando ceramida, 
que a su vez promueve la formación de microdominios [Grassme et al., 2003] y 
probablemente la fusión de diferentes compartimentos de membrana (Utermöhlen O et 
al., 2008) y la maduración del fagolisosoma (Schramm M et al., 2008; Utermöhlen O et 
al., 2003). La aSMasa puede ser liberada tanto por las células endoteliales como por 
otros tipos celulares incluyendo las plaquetas activadas [Romiti et al., 2000]. Los 
mediadores de sepsis y SDRA, incluyendo el PAF [Goggel et al., 2004] y TNF [Ryan et 
al., 2003], inducen un aumento de la actividad de la aSMasa tanto in vitro como in vivo, 
en muestras de suero o LBA. Además, se ha propuesto que la IL-1 medie el aumento de 
la actividad de la esfingomielinasa ácida circulante inducida por el LPS [Wong et al., 
2000]. En modelos animales de sepsis y DPA, la actividad de la enzima se encuentra 
incrementada en el suero durante la endotoxemia [Claus et al., 2005; Wong et al., 2000], 
en los pulmones después de la inhalación de LPS [von Bismarck et al., 2008] o después 
86
Introducción 
del lavado broncoalveolar [von Bismarck et al., 2007; von Bismarck et al., 2008]. No 
solo en modelos experimentales, también en pacientes con sepsis, los niveles sistémicos 
y la actividad de la aSMasa están aumentados y los niveles de ceramida en plasma o en 
monocitos se correlacionan con la mortalidad [Claus et al., 2005].  
Así la inhibición de la aSMasa por D609, NB6 o secundaria a la deleción del gen de la 
aSMasa en ratones reduce la mortalidad asociada al shock séptico inducido por TNF-
alfa o LPS [Claus et al., 2005; Haimovitz-Friedman et al., 1997; Machleidt et al., 1996]. 
En el DPA inducido por ácido, el tratamiento con D609 atenúa el edema pulmonar y 
mejora la oxigenación [Goggel et al., 2004]. Por otra parte, la inhibición de la aSMasa 
por D609 o imipramina atenúa la lesión pulmonar aguda causada por el factor activador 
de plaquetas (PAF) o LPS [Goggel et al., 2004]. Además, la imipramina reduce la 
formación de edema y promueve la oxigenación en el DPA inducido por lavado 
broncoalveolar repetido, cuando se administra junto con un surfactante [von Bismarck 
et al., 2008]. Aunque los mecanismos a través de los cuales estos inhibidores ejercerían 
sus efectos protectores no están del todo claros, hay varias explicaciones posibles. Los 
primeros trabajos han demostrado que el D609 previene tanto la expresión de las 
moléculas de adhesión inducida por TNF en la vasculatura pulmonar como la 
infiltración de los leucocitos [Machleidt et al., 1996], que son considerados críticos en 
la patogénesis del DPA. Estos descubrimientos sugieren que la inhibición de la aSMasa 
podría ser una diana terapéutica útil en el tratamiento de DPA y sepsis. La inhibición de 
la nSMasa también disminuye la inflamación pulmonar y aumenta la supervivencia en 
un modelo de SDRA inducido por el LPS [Lin et al., 2011]. Otros estudios demuestran 
que la nSMasa está implicada en la apoptosis alveolar y que es activada por las especies 
reactivas de oxígeno [Castillo et al., 2007]. Por lo tanto, como consecuencia del 
aumento de la actividad de la SMasa en situaciones patológicas, los niveles de ceramida 
también se incrementan en pacientes con SDRA [Lin et al., 2011] y en modelos 
animales de lesión pulmonar aguda [Goggel et al., 2004; von Bismarck et al., 2008] 
llevando a la apoptosis celular endotelial pulmonar, al aumento de la permeabilidad 
vascular y a la formación de edema. La ceramida también es capaz de dañar las células 
endoteliales pulmonares y hepáticas durante la sepsis. De hecho, tanto la instilación de 
ceramida en la vías respiratorias de rata [Ryan et al., 2003] como la perfusión de 
ceramida C2 en pulmones aislados de rata causan edema [Goggel et al., 2004]. Además, 
la ceramida aumenta la permeabilidad vascular en cultivos de células endoteliales de la 
microvasculatura pulmonar humana [Lindner et al., 2005]. La inhibición de la 
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formación de la ceramida por ablación genética de la aSMasa o por NB6 atenúa la 
apoptosis inducida por el LPS en el pulmón y el hígado y reduce también la mortalidad 
[Claus et al., 2005; Machleidt et al., 1996]. Anticuerpos específicos para la ceramida 
bloquean el edema inducido por PAF tanto en pulmones aislados de rata como in vivo 
[Goggel et al., 2004]. También en macrófagos y eritrocitos, el PAF estimula 
rápidamente la formación de la ceramida por la activación de la aSMasa [Goggel et al., 
2004; Lang et al., 2005] y su inhibición reduce en parte el edema a nivel pulmonar 
[Goggel et al., 2004; Uhlig et al., 2005]. Por último, el L108 (un inhibidor de la PLC 
específica para fosfatidilinositol y de la liberación del calcio mediada por IP3) previene 
tanto la formación de edema inducida por PAF [Goggel and Uhlig, 2005; Goggel et al., 
2004] como la hiperpermeabilidad inducida por la ceramida en células endoteliales 
[Lindner et al., 2005]. No solo la ceramida, también la esfingosina-1-P regula la 
permeabilidad endotelial y epitelial. Así mientras que los receptores endoteliales S1P2 y 
S1P3 y los epiteliales S1P3 desestabilizan dicha barrera, los receptores endoteliales S1P1 
tienen un efecto estabilizador. La S1P endotelial estabiliza las uniones celulares 
adherentes [Lee et al., 1999] mediante los receptores S1P1, activando la reorganización 
del citoesqueleto y el complejo de adhesión focal dependiente de la GTPasa Rac 
[McVerry and Garcia, 2004]. En pulmones, esto queda demostrado por el efecto 
estabilizador de la barrera endotelial por parte de los agonistas de los receptores S1P1 
[Garcia et al., 2001] y por la formación de edema pulmonar debido al uso de W146, un 
antagonista de los receptores S1P1 [Payne et al., 2007]. Se ha observado también que la 
S1P protege contra el DPA y el edema pulmonar inducido por LPS y secundario a 
isquemia/reperfusión [Okazaki et al., 2007; Peng et al., 2004]. Estas acciones se oponen 
a la activación de los receptores S1P2, que provocan la inhibición de Rac a través de la 
quinasa Rho e inducen la interrupción de las uniones adherentes, un proceso que 
contribuye a edema en modelos de daño pulmonar inducido por H2O2 en rata [Sanchez 
et al., 2007]. La activación de la quinasa Rho se ha demostrado también para los 
receptores S1P3 que median el aumento de la permeabilidad epitelial en ratones [Gon et 
al., 2005] y en células pulmonares humanas [Singleton et al., 2007]. En resumen, el 
edema pulmonar inducido por el aumento de la permeabilidad vascular, elemento clave 
de la mayoría de las enfermedades pulmonares, podría ser atenuado por activación de 
los receptores S1P1, por bloqueo de los receptores S1P2 y S1P3 o por inhibición de la 
aSMasa. Por último, se ha demostrado que el inmunosupresor FTY720, un profármaco 
que se activa por fosforilación por acción de SphK2, interfiere con los receptores de la 
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S1P, excepto S1P2 [Mandala et al., 2002] y es protector en modelos animales de DPA 
[Peng et al., 2004] y asma [Idzko et al., 2006]. La forma no fosforilada del fármaco 
FTY720 parece tener efectos independientes de los receptores de S1P [Dudek et al., 
2007]. El inhibidor de la esfingosina quinasa SKI-2 previene la quimiotaxis de los 
polimorfonucleares, pero no tiene efectos sobre la hemodinámica en un modelo de 
trauma y choque hemorrágico [Lee et al., 2004]. Además de la regulación de la 
permeabilidad vascular y epitelial, la ceramida es un mediador crucial en el desarrollo 
del enfisema pulmonar [Petrache et al., 2005]. En modelos animales de enfisema 
inducidos por bloqueo de los receptores del factor de crecimiento endotelial vascular 
(VEGF), se observa un aumento de la producción de la ceramida, principalmente en las 
células alveolares, pero la inhibición de la vía de la ceramida sintasa, mediante 
fumosina B o miriocina, previene la muerte celular alveolar y el estrés oxidativo, que 
son eventos característicos del enfisema [Petrache et al., 2008; Petrache et al., 2005]. 
Por lo tanto, la administración a nivel pulmonar de ceramida exógena activa la caspasa 
3 e induce apoptosis de las células alveolares con posterior desarrollo del enfisema. De 
acuerdo con estos datos, los pacientes con enfisema tienen altos niveles de ceramida, 
localizados en las células septales alveolares y en los macrófagos. Por último tanto la 
aSMasa como la ceramida parece que estén implicadas en la infección bacteriana y 
viral. Recientes evidencias demuestran que la bacteria P. aeruginosa induce la 
activación y la translocación de la aSMasa desde la parte intracelular a la extracelular de 
la membrana celular con consecuente formación de ceramida y plataformas de 
membrana ricas en ceramida [Grassme et al., 2003]. Así, la deficiencia genética de la 
aSMasa o la alteración de las balsas lipídicas, mediante interferencia con el colesterol 
celular, previene la formación de plataformas de membrana ricas en ceramida en 
respuesta a la infección con P.aeruginosa y afecta a las etapas del proceso de infección: 
internalización de la bacteria, apoptosis de la células infectadas y liberación 
incontrolada de citoquinas [Grassme et al., 2003]. La presencia de estos microdominios 
resulta ser muy importante también en la infección viral. Por lo tanto, la destrucción de 
las balsas lipídicas por extracción de colesterol, previene la internalización del virus. 
Además se ha observado que la inhibición de la aSMasa mediante fármacos o moléculas 
pequeñas de ARN de interferencia (ARNi, del inglés siRNA) impide la infección de las 
células epiteliales humanas por rinovirus. En definitiva, un creciente número de 
evidencias sugiere la implicación de los esfingolípidos en diferentes patologías 
89
Introducción 
pulmonares y, por lo tanto, podrían representar una posible diana terapéutica para el 























Justificación y objetivos 
El daño pulmonar agudo (DPA), actualmente definido según la clasificación de Berlín 
como forma leve del síndrome de distrés respiratorio agudo (SDRA), se caracteriza por 
edema pulmonar y colapso alveolar que conduce a hipoxemia arterial grave. Aunque las 
estrategias protectoras de soporte ventilatorio han permitido mejorar el pronóstico de los 
pacientes, la mortalidad asociada se mantiene intolerablemente elevada. Además, la 
existencia de disfunción vascular pulmonar es un factor independiente asociado a un 
peor pronóstico en estos pacientes. Las causas más frecuentes de DPA/SDRA son la 
sepsis y los traumatismos. En los casos asociados a shock hemorrágico traumático se 
considera que la isquemia esplácnica, la inflamación y la pérdida de la función de 
barrera intestinal son los eventos iniciales implicados en el desarrollo de SDRA. 
  
Dado que el SDRA es una de las principales causas de muerte en pacientes con 
traumatismos y que no existen en este momento tratamientos efectivos que reduzcan la 
mortalidad asociada al SDRA, salvo el soporte hemodinámico y las estrategias 
protectoras de soporte ventilatorio, el descubrimiento de nuevos tratamientos efectivos 
tendría un gran impacto en la supervivencia de los pacientes. 
 
Los esfingolípidos y sus productos de hidrólisis (ceramidas), catalizados por las 
enzimas esfingomielinasas (SMasas), desempeñan un papel clave en las vías de 
transducción de señales implicadas en procesos fisiológicos fundamentales como el 
crecimiento, la diferenciación y la muerte celular. La nSMasa se ha implicado en el 
mecanismo de la vasoconstricción pulmonar hipóxica. Los esfingolípidos podrían 
desempeñar un papel en el SDRA. Así los niveles de ceramida están elevados en 
pacientes con SDRA y la inhibición de la aSMasa previene el daño pulmonar agudo 
inducido por el factor activador de las plaquetas (PAF).  
La imipramina, desipramina y el D609 son compuestos no relacionados químicamente 
que tienen en común su capacidad de inhibir la esfingomielinasa ácida.  
La quercetina es un flavonoide presente en la dieta que es capaz de atenúar la 
inflamación sistémica y reducir la mortalidad, probablemente a través de la inhibición 
de la liberación de la proteínas nucleares HMGB1, en un modelo de endotoxemia en 
rata. 
 
La hipótesis general que nos planteamos en esta Tesis  Doctoral es que la mortalidad y 
la respuesta inflamatoria vascular pulmonar asociadas al DPA inducido por endotoxina 
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o por traumatismo y hemorragia se pueden prevenir mediante inhibidores de la aSMasa 
y/o quercetina. 
 
El objetivo general de esta Tesis Doctoral es, por lo tanto, la caracterización del papel 
de la aSMasa en el DPA y la identificación de posibles estrategias farmacológicas. 
 
Este objetivo general se puede desglosar en los siguientes apartados: 
 
1. Determinar el papel de la activación de la aSMasa en la respuesta inflamatoria 
vascular y la disfunción vascular pulmonar inducida por endotoxina, in vitro e in 
vivo. 
 
2. Determinar si la inhibición de la esfingomielinasa ácida con D609 previene la 
mortalidad y la respuesta inflamatoria pulmonar y sistémica inducida por   
endotoxina. 
 
3. Determinar si la inhibición de la esfingomielinasa ácida con D609 o imipramina y la 
quercetina previenen la mortalidad y la respuesta inflamatoria pulmonar y sistémica 


























Material y métodos  
 
1. ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN 
 
Se utilizaron 70 ratas Wistar macho adultas (12 semanas) de 275-325 g procedentes de 
Harlan (Barcelona) para el modelo de shock traumático hemorrágico y 21 ratas para el 
modelo de instilación intratraqueal de lipopolisácarido (LPS). Todos los animales se 
mantuvieron en el animalario de la Facultad de Medicina (UCM) y recibieron comida y 
agua ad libitum y fueron sometidos a un ciclo normal de 12 horas de luz y 12 horas de 
oscuridad. Los experimentos cumplen los requisitos necesarios explicitados en el Real 
Decreto 1201/2005 y 53/2013 sobre la protección de los animales utilizados para 
experimentación y otros fines científicos. Todos los protocolos fueron aprobados por el 
Comité de Experimentación animal de la UCM. 
 
1.1. Modelo de instilación intratraqueal de lipopolisácarido 
 
Anestesia y protocolo. Las ratas fueron anestesiadas i.p. con una mezcla de ketamina 
(80 mg/kg) y xilacina (8 mg/kg). Antes de instilar LPS o solución salina (SS), se 
administró i.p. vehículo (DMSO) o D609 (50 mg/Kg de peso corporal) en función del 
grupo experimental. Trascurridos 30 minutos, se hizo una incisión a las ratas por encima 
del esternón separando los paquetes musculares hasta ver la tráquea y con una aguja 
acoplada a una jeringa se les administró por vía intratraqueal (IT) 50 μl de solución 
salina (control, Ctrl) o de la solución con LPS (300 µg/Kg) cerrando a continuación la 
incisión. Cuatro horas después de la instilación, se volvió a anestesiar los animales,se 
ventiló a los animales con aire ambiental (volumen tidal: 9 mL/Kg; frecuencia 
respiratoria: 60 resp/min y presión positiva al final de la espiración, PEEP: 2 cm2 de 
agua). El registro de la presión arterial pulmonar (PAP) se realizó a torax abierto. 
Acoplando el animal a un ventilador mecánico y empleando un transductor de presión, 
se introdujo un catéter a través del ventrículo derecho, hasta la salida de la arteria 
pulmonar principal. Una vez finalizado el registro de los parámetros hemodinámicos, se 
sacrificaron los animales mediante sección del corazón y se procedió a la recogida de 
muestras para su posterior análisis. 
 
Grupos. Los animales (n=6-9 por grupo) se dividieron aleatoriamente en 3 grupos: 1) 
grupo control (DMSO-SS), los animales recibieron una dosis de vehículo 
(dimetilsulfóxido, DMSO) por vía i.p. 30 minutos antes de una instilación IT de 
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solución salina (SS) (DMSO-SS), 2) grupo DMSO-LPS, una dosis de DMSO i.p 30 
minutos antes de la instilación IT de LPS (300 µg/Kg peso) y 3) grupo D609-LPS, una 
dosis de D609 (50 mg/Kg peso) administrada por vía i.p. 30 minutos antes de la 
instilación IT de LPS.  
 
Recogida de muestras. Se extrajo sangre directamente de la cánula del corazón, se 
recogió en un vacutainer con citrato de sodio y se centrifugó (1000 rpm, 15 min, a 
temperatura ambiente) para obtener el plasma y se almacenó todo en criotubos a -80ºC 
hasta su posterior utilización. Tras ligar el pulmón derecho, se realizó el lavado 
broncoalveolar (LBA) en el pulmón izquierdo mediante la administración a través de la 
traqueotomía, de 2.5 ml de SS fría y su posterior recuperación. Tras realizar esta 
operación 4 veces, se centrifugó a 1500 rpm, durante 10 minutos y se congeló a -80ºC el 
sobrenadante, para medir posteriormente la concentración de proteínas (mg/ml), IL-6 
(pg/ml) e IgM (ng/ml). Después de resuspender el precipitado celular, se realizó el 
contaje de células en una cámara de Neubauer en un microscopio óptico. En algunos 
animales, en lugar de realizarse el LBA, se administraron 10 ml de formaldehído al 4%, 
se cortó en bloque el pulmón izquierdo y se guardó en falcon rellenos de formaldehído 
para su posterior análisis histológico. 
Tras extraer y pesar el lóbulo más grande del pulmón derecho, se introdujo en una 
estufa a 50ºC durante 24 horas. Trascurrido este tiempo, se volvió a pesar el lóbulo y la 
proporción peso fresco/peso seco se empleó para determinar el grado de edema 
pulmonar. Los dos lóbulos restantes se congelaron en nitrógeno líquido y se 
almacenaron a -80ºC para medir la actividad de la esfingomielinasa ácida y de la 
mieloperoxidasa como marcadores en procesos inflamatorios.  
 
1.2. Modelo de shock hemorrágico y traumático 
 
Anestesia, colocación de catéteres, monitorización hemodinámica y saturación de 
O2. Las ratas fueron anestesiadas i.p. con una mezcla de ketamina (80 mg/kg)/ xilacina 
(8 mg/kg). Tras la anestesia, se les hizo una pequeña incisión en la piel y se canularon, 
con un catéter de polietileno (PE-50), la arteria carótida, para el registro continuo de 
presión arterial media, frecuencia cardiaca y recogida de muestras de sangre y la vena 
yugular interna, para la administración de fármacos y de anestesia. Los dos catéteres 
fueron fijados con hilo de sutura y la temperatura de la rata se mantuvo alrededor de 
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37ºC, usando una manta eléctrica sobre la plataforma quirúrgica. Los animales 
permanecieron anestesiados durante todo el experimento a través de una perfusión 
intravenosa continua de ketamina y xilacina (60 and 3 µg/kg/min, respectivamente). La 
presión arterial media y la frecuencia cardíaca se midieron continuamente a través de la 
arteria carótida que estaba conectada a un transductor de presión y se registraron en un 
monitor. La presión parcial de O2 y de CO2, saturación de O2, pH, concentración de 
hemoglobina, hematocrito, electrolitos (Na+, K+, Ca2+), se midieron utilizando un 
analizador de gases (i-Stat, Softonic) tras el periodo de shock (grupos Sham y 
Shock+vehículo) y al final del experimento en todos los grupos. 
 
Grupos. Los animales (n = 11-20 por grupo) se distribuyeron de manera aleatoria en 5 
grupos: 1) Grupo control más vehículo (100 µl DMSO, sham), no es sometido a 
laparotomía ni a la hemorragia controlada, 2) Shock más vehículo (Shock), 3) Shock + 
D609 (20 mg/kg), 4) Shock + Imipramina (1 mg/kg) y 5) Shock + Quercetina (50 
mg/kg).  
En experimentos preliminares en tres animales, se observó una mortalidad del 66% 
empleando una dosis de imipramina de 10 mg/kg, lo que nos condujo a reducir la dosis 
a 1 mg/kg con la que se realizaron el resto de los experimentos. 
 
Inducción del shock hemorrágico traumático y resucitación. Tras la inserción de los 
catéteres, las ratas se sometieron a un periodo de estabilización de 10 minutos. A 
continuación, las ratas del grupo sham se monitorizaron durante 180 minutos y el 
vehículo fue suministrado a los 90 minutos (100 µl DMSO infundido manualmente en 
un tiempo total aproximado de 5 minutos). Las ratas del grupo shock fueron sometidas a 
un protocolo de trauma y shock hemorrágico seguido de resucitación [Doucet et al., 
2010]. Se realizó una laparotomía de unos 3 cm (trauma) y se expuso el intestino 
durante 15 minutos cerrándose posteriormente con hilo de sutura. El shock hemorrágico 
se indujo reduciendo la presión arterial a 35 mm Hg, manteniéndose a este nivel durante 
75 min mediante la extracción o reinfusión de sangre, según fuera necesario. Al 
finalizar el shock hemorrágico, se rescataron los animales por la reinfusión de la sangre 
extraída con el mismo volumen de Ringer Lactato (0.5 ml/min; aproximadamente sobre 
un tiempo de 20-30 minutos) para restaurar la presión a los valores pre-shock, a través 
de la vena yugular, utilizando una bomba de infusión [Doucet et al., 2010; Ronn et al., 
2011].  
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Los fármacos (quercetina, imipramina y D609) y el vehículo se administraron por vía 
intravenosa justo antes de la reinfusión de rescate. Los animales se sacrificaron al final 
del experimento (3 horas) y se procedió a la recogida de muestras. En caso de 
mortalidad se registró el tiempo de la muerte para el análisis de supervivencia. 
 
Recogida de muestras. Utilizamos una jeringa de 2 ml heparinizada para extraer sangre 
a través del catéter de la arteria carótida, tras la fase de shock (500 µl) y al final del 
experimento (3-5 ml); para la extracción de esta última muestra no se utilizó una jeringa 
heparinizada sino que se recogió la sangre en un tubo con citrato de sodio. El plasma 
sanguíneo se obtuvo por centrifugación (1000 rpm, 15 min, a temperatura ambiente) y 
se almacenó en criotubos a -80ºC hasta su posterior utilización. A través de una 
traqueotomía, se administraron 10 ml de SS fría (2.5 ml/cada infusión, 4 veces en total), 
del cual se recogieron aproximadamente 7-8 ml de LBA. Se centrifugó a 1500 rpm, 
durante 10 minutos a temperatura ambiente y se congeló a -80ºC el sobrenadante y el 
precipitado celular, después de haberlo resuspendido y de haber contado el número de 
células. El sobrenadante se utilizó para la determinación de la concentración de 
proteínas (mg/ml), IL-6 (pg/ml) e IgM (ng/ml). 
También se recogieron dos lóbulos del pulmón derecho en nitrógeno líquido hasta su 
almacenamiento a -80ºC para medir la actividad de la esfingomielinasa ácida y de la 
mieloperoxidasa como marcadores en procesos inflamatorios. El lóbulo sobrante del 
pulmón derecho, se pesó y se metió en una estufa a 50ºC durante 24 horas; transcurrido 
ese tiempo, se volvió a pesar para la valoración del edema pulmonar. En algunos 
animales los pulmones fueron utilizados para la evaluación histopatológica y a través de 
una traqueotomía se aministraron 10 ml de formaldehído al 4%, ligando el lado 
izquierdo del pulmón para evitar que le entrara formaldehído. Se cortó en bloque el 
pulmón derecho y se guardó en un tubo cubriéndolo con formaldehído para su posterior 
análisis. 
 
1.3. Modelos in vitro 
 
Cultivos primarios de músculo liso vascular de arterias pulmonares. Las arterias 
pulmonares (AP) de resistencia procedentes de rata Wistar macho fueron disecadas en 
solución salina fisiológica libre de Ca2+ (PSS) filtrada con la siguiente composición (en 
mM): NaCl 130, KCl 5, MgCl2 1.2, glucosa 10, HEPES 10, ajustada a un pH de 7.3 con 
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NaOH. En condiciones estériles, debajo de una campana biológica, se lavó un par de 
veces las AP con la solución PSS y posteriormente se añadió una solución enzimática 
preparada en HEPES sin Ca2+ con la siguiente composición (en mg/ml): colagenasa 
1.125, elastasa 0.1, albumina 1. Se mantuvieron en esta solución a 4ºC durante 4 
minutos para posteriormente incubarlas durante un minuto a 37ºC en una incubadora de 
cultivos de CO2 (Memmert; 5% de CO2 y 95% de humedad). Tras este proceso, se 
cambió la solución enzimática por HEPES sin Ca2+y se lavaron las AP 4-5 veces. 
Terminados los lavados, se añadió medio DMEM (20% de suero fetal bovino SFB, 
solución de antibióticos con 10000 UI/ml de penicilina, 10 mg/ml de estreptomicina y 
25 μg/ml de anfotericina B, 1% de aminoácidos no esenciales y 11 mg/ml de piruvato) 
2-3 veces, agitando vigorosamente y se colocaron los tejidos en las placas Petri. Se 
abrieron las AP a lo largo del eje longitudinal, se eliminó mecánicamente el endotelio, 
se cortaron en pequeños fragmentos (2x2 mm) y se colocaron de forma homogénea en 
las placas Petri con la cara luminal pegada al plástico. Se añadió el medio de cultivo con 
20% SBF con cuidado de no despegar los tejidos y se metieron en la incubadora. Al día 
siguiente, se cambió el medio y luego se esperó hasta que las células de músculo liso 
vascular (CMLV) comenzaran a migrar de los explantes. 
Cuando las células alcanzaron un 90-100% de confluencia en regiones cercanas a los 
explantes, se tripsinizaron (Trypsin-EDTA solution 1X T4174, Sigma) y pasaron a 
frascos para cultivos celulares o placas, según las necesidades. El día siguiente al pase 
de células se cambió el medio de cultivo y este procedimiento se repitió cada 48 horas 
hasta que las células alcanzaran de nuevo un 90% de confluencia. Desde el primer pase, 
se usó medio con menor concentración de SBF (10%). Para los experimentos se usaron 
CMLV de AP de pase 2 y 3. 
 
Tratamiento de anillos y de CMLV de AP de rata. Se utilizaran anillos de AP y 
cultivos primarios de células del músculo liso vascular de AP (CMLVAP) de rata. Las 
células se incubaron durante 24 horas en medio DMEM (10% de SFB, solución de 
antibióticos con 10000 UI/ml de penicilina, 10 mg/ml de estreptomicina y 25 μg/ml de 
anfotericina B, 1% de aminoácidos no esenciales con o sin 11 mg/ml de piruvato) en 
ausencia (control) o presencia de LPS (1 µg/ml) o esfingomielinasa (SMasa) bacteriana 
(0.1 U/ml; Bacillus cereus). En algunos experimentos, las células se incubaron 40-60 
minutos antes de la adición del estímulo en presencia o ausencia de los fármacos 
moduladores de la respuesta inflamatoria, como el glucocorticoide dexametasona (10-9-
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10-6 M), el inhibidor de TAK-1 5z-7-oxozeaenol (10-9-10-6 M), el inhibidor de la óxido 
nítrico sintasa inducible (iNOS) 1400W (10-5 M), el inhibidor del receptor TLR4 TAK-
242 (5x10-8-10-6 M), el inhibidor de los receptores 5-HT2A sarpogrelato (10-9-10-6 M) y 
de los fármacos moduladores del metabolismo de esfingolípidos, como los inhibidores 
de aSMasa desipramina (10-6-10-5 M) y D609 (10-5-10-4 M). 24 horas después del 
tratamiento se determinaron la actividad metabólica mediante MTT en las células como 
marcador de viabilidad celular y los niveles de mediadores inflamatorios, IL-6 o nitrito, 
en el medio de cultivo, mediante ELISA (DuoSet ELISA Development Systems-R&D 
System) o la reacción de Griess. Los anillos de AP se incubaron en las mismas 
condiciones pero empleando un medio de cultivo libre de suero. Tras el periodo de 
incubación, los anillos se montaron en un miógrafo de alambres para analizar las 
alteraciones en la reactividad vascular (valoración de la función endotelial y análisis de 
la respuesta a diferentes vasoconstrictores). 
 
2. DETERMINACIÓN DE LA VIABILIDAD CELULAR (MTT)  
 
Con el fin de determinar la viabilidad celular se realizó un ensayo colorimétrico que 
emplea el bromuro de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolio (MTT). Se añadió 
una solución de MTT 1 mg/ml en DMEM 10% sobre las CMLV de AP y se incubaron 
con la solución de MTT o medio 10% (blanco) a 37ºC en la incubadora durante 30 
minutos. A continuación se retiró el MTT o el medio de cultivo y, para solubilizar los 
cristales de formazán, se añadió DMSO en cada pocillo de las placas y se incubó a 37ºC 
en la incubadora y posteriormente a temperatura ambiente en agitación durante 5 
minutos. Finalmente se efectuó la lectura de las placas en un lector de absorbancia 
(Biochrom EZ Read 400 Microplate Reader, Biochrom) a la longitud de 540 nm. 
Mediante el ensayo del MTT verificamos que ninguno de los fármacos empleado 
modificó la viabilidad celular en más de un 10 %. Por el contrario, el ensayo del MTT 
reveló que las moléculas pequeñas de ARN de interferencia (ARNi) empleadas para el 
silenciamiento eran tóxicas y reducían la viabilidad celular. En particular, el ARNi 
SMPD1C redujo la viabilidad celular un 35% y el SMPD1B un 17%, razón por la cual, 
al medir la producción de IL-6, corregimos los valores de concentración (pg/ml) por el 
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3. MEDIDA DE LOS NIVELES DE INTERLEUQUINAS Y 
INMUNOGLOBULINA M (ELISA) 
 
La niveles de citoquinas (IL-1β, IL-6) y de IgM se midieron en las muestras indicadas 
en la tabla 2 mediante kits de ELISA comerciales (DuoSet ELISA Development 
Systems-R&D System, sensibilidad de 125-8000 pg/ml (IL-6) y sensibilidad de 62.5-
4000 pg/ml (IL-1β); Rat IgM Ready-SET-Go affymetrix-eBioscience, sensibilidad de 
0.3125-20 ng/ml). Tal y como se indica en la tabla 2, las muestras fueron analizadas sin 
diluir o diluidas en el tampón recomendado por el fabricante (1% albúmina de suero 
bovino en PBS, pH 7.2-7.4). 
 
Tabla 2: Determinación de mediadores inflamatorios en las muestras procedentes de 
los diferentes modelos experimentales utilizados en la presente Tesis Doctoral: 
 
Modelo experimental Muestra Marcador analizado 
(dilución) 
Modelo DPA inducido 
por LPS IT 
Plasma IL-1 β (1:10) 
IL-6 (1:10) 
 
LBA IL-1 β (Sin dilución) 





Plasma IL-6 (1:10) 
IgM (1:2000) 
















Figura 10. Principio del ensayo ELISA. 
 
4. DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE NITRITO (GRIESS) 
 
La medición de óxido nítrico se realizó por medición indirecta de nitrito, que es un 
subproducto del óxido nítrico en el tejido vivo. La concentración de nitrito fue 
determinada en el medio de cultivo (sin dilución) de los anillos de AP incubados 48 
horas en ausencia (Ctrl) o presencia de LPS (1µg/ml) o SMasa bacteriana (0.1 U/ml) 
mediante la reacción de Griess. En algunos experimentos los anillos se incubaron 40 
minutos antes de la adición del LPS con diferentes inhibidores farmacológicos. Se 
preparó una curva patrón de nitrito de sodio de 0 a 1000 µM en DMEM 10% (el mismo 
medio de cultivo de las células usadas). Se añadió la curva patrón y la misma cantidad 
de muestra en triplicado en una placa de 96 pocillos. A continuación se mezcló el 
mismo volumen del reactivo 1 (sulfanilamida diluída en H3PO4 y H2O milliQ) y del 
reactivo 2 (Naftiletilendiamina clorhídrico diluída en H2O milliQ) y se dejó estabilizar 
durante 10 minutos. Posteriormente se añadió la suma de estos reactivos a la curva 
patrón y a las muestras en proporción 1:1. Tras agitar la placa durante unos segundos, se 
104
Material y métodos  
 
procedió a leer la absorbancia (Biochrom EZ Read 400 Microplate Reader,  Biochrom) 
a la longitud de 540 nm. La concentración de nitrito fue determinada interpolando los 
valores de las muestras en la curva patrón (0-1000 µM). 
 
5. REGISTRO DE CONTRACTILIDAD EN ARTERIAS PULMONARES  
 AISLADAS DE RATA Y HUMANAS 
 
Las arterias pulmonares usadas para los experimentos de reactividad vascular procedían 
de ratas Wistar macho adultas (Harlan, Barcelona) y de resecciones o biopsias 
pulmonares humanas proporcionadas por el servicio de cirugía cardiotorácica del 
Hospital Universitario de Getafe en Madrid (Dra. Beatriz Olaiz Navarro, Dr. José Angel 
Lorente, Dra. Raquel Herrero y Dr. Andrés Esteban) y del Hospital Universitario de 
Valencia (Dr. Julio Cortijo). 
 
5.1. Descripción de la técnica empleada. Registro de contractilidad en AP de 
resistencia 
 
El análisis de las respuestas contráctiles de las AP de resistencia se realizó en miógrafos 
isométricos (modelo 610M o 620M, Danish Myo Technology, Aarhus, Dinamarca), 
termostatizados (37º C), equipados con sistemas de oxigenación, y acoplados a un 
ordenador. La contractilidad se registraba utilizando un sistema de digitalización y 
análisis de señales (PowerLab de ADINSTRUMENTS) [Cogolludo et al., 2009b]. Cada 
arteria se sometió a una tensión correspondiente a 30 mm de Hg. Las preparaciones 
vasculares se incubaban en solución Krebs burbujeada según el protocolo en carbógeno 
(95% O2-5% CO2) o en aerobio (21%O2-5%CO2-74%N2), para la oxigenación y el 
mantenimiento de un pH óptimo (7.4 aproximadamente) [Cogolludo et al., 2009b].  
 
5.2. Protocolo experimental 
 
5.2.1. Efectos del LPS, de la SMasa, del D609 y de la IL-6 en AP de resistencia    
 incubadas. 
 
Para analizar la reactividad vascular se incubaron las AP de resistencia 24 horas en 
medio DMEM (0% SFB, solución de antibióticos con 10000 UI/ml de penicilina, 10 
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mg/ml de estreptomicina y 25 μg/ml de anfotericina B, 1% de aminoácidos no 
esenciales) en ausencia (CTRL) o presencia del LPS (1μg/ml), de la SMasa exógena 
(0.001 U/ml) o de la IL-6 (30 ng/ml). En algunos experimentos, los anillos de AP se 
trataron 40 minutos con dexametasona (10-6 M), 1400W (10-4 M), 5z-7-oxozeaenol (10-7 
M) o con D609 (5x10-5 o 10-4 M) antes de ser incubados en condiciones control o en 
presencia de LPS. Las arterias pulmonares humanas se incubaron en las mismas 
condiciones de la de rata pero solo en ausencia (CTRL) o presencia de LPS (1 μg/ml) 
y/o con D609 (10-4 M). Los canales del miógrafo se envolvieron con papel film para 
mantener el ambiente lo más estable posible y la cámara fue constantemente burbujeada 
con 21%O2-5%CO2-74%N2 (normoxia). Se sometieron los AP a una presión de 30 
mmHg, puesto que en estas condiciones los vasos son capaces de responder a hipoxia en 
ausencia de agentes vasoconstrictores. Una vez conseguida la tensión luminal óptima se 
lavó 3 veces con solución Krebs para estabilizar 30 minutos. Para verificar el estado de 
los vasos se contrajeron con una solución de Krebs rica en K+ (80 mM), después de 
haber alcanzado una vasoconstricción estable se lavó 3 veces con solución Krebs para 
estabilizar 30 minutos. Para determinar la respuesta de los vasos a la exposición aguda 
de hipoxia, se expuso cada vaso a dos periodos de hipoxia (burbujeando los canales con 
una mezcla de 95%N2-5%CO2) de 15 minutos de duración, dejando 30 minutos de 
normoxia entre ellos. Además, se determinó la función endotelial en los mismos anillos 
de AP, precontraídos con concentraciones crecientes de serotonina (de 3x10-8 a 10-5 o 
3x10-5 M), sometiéndolos a una curva dosis-respuesta de acetilcolina (de 10-9 a 10-5 M) 
en condiciones de normoxia. La respuesta a acetilcolina (ACh) se expresó como 
porcentaje de relajación respecto a la contración máxima inducida por la serotonina (5-
HT). Posteriormente se volvió a lavar los anillos de AP y se estimularon con una curva 
dosis-respuesta de fenilefrina (de 10-9 a 10-5 M). La contracción a KCl, hipoxia, 5-HT y 
fenilefrina (Phe) se expresó como valor de fuerza contráctil corregido por la superficie 
del vaso (mN/mm2), según la fórmula de Mulvany & Halpern (1977): (mN/(2 x longitud 
segmento))/(diámetro/2). El factor 2 proviene de la longitud total de la pared, que es 
igual a la suma de las paredes superior e inferior del segmento montado. 
 
5.2.2. Efectos de la IL-6 en agudo en AP de resistencia de rata en fresco 
 
Los efectos agudos de la IL-6 sobre la función endotelial se analizaron en anillos de AP 
frescos. De nuevo, se verificó el estado de los vasos mediante la capacidad de los 
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mismos para contraer ante la exposición a una solución de Krebs rica en K+ (80 mM). 
Tras un periodo de estabilización de 30 minutos, los anillos de AP se contrajeron con 5-
HT (10-5 M que representa el 80% de la contración maxima) y se realizó una curva 
dosis-respuesta de ACh (de 10-9 a 10-5 M) en solución Krebs burbujeada con carbógeno 
(95% O2- 5% CO2). La respuesta a ACh se expresó como porcentaje de relajación 
respecto a la contración inducida por la serotonina (5-HT 10-5 M). Después de los 
lavados con la solución Krebs a 37°C, se incubaron las arterias en ausencia (CTRL) o 
presencia de IL6 (30 ng/ml) en agudo durante 30 minutos. Al final de la incubación se 
volvió a repetir la relajación a una curva dosis-respuesta de ACh, precontrayendo los 
anillos de AP a 5-HT 10-5 M. La respuesta a ACh se expresó como porcentaje de 
relajación respecto a la contración inducida por la serotonina tras la incubación en 




6.1. Aislamiento y tratamiento de células de músculo liso 
 
Las AP de resistencia fueron disecadas en una solución fisiológica carente de calcio con 
la siguiente composición (en mmol/L) NaCl 130, KCl 5, MgCl2 1.2, glucosa 10, HEPES 
10 (ajustado a pH 7.3 con NaOH). Tras haber eliminado el endotelio, la arteria fue 
cortada longitudinalmente e incubada en una solución enzimática de composición (en 
mg/ml) papaína 1, ditiotreitol 0.8 y albúmina 0.7. Después de un tratamiento a 4ºC 
durante 4 minutos y a 37ºC durante 8-10 minutos en dicha solución enzimática, se 
obtenía una suspensión de células con la que se realizaron los experimentos dentro de 
un tiempo limitado a 2 horas máximo. Una vez extraídas las células, se sembraron en 
una cámara de cultivo de 8 pocillos montada en un portaobjetos (Lab-Tek II Chamber 
SlideTM 154534) y se dejaron posar durante 30 minutos a 4ºC. Posteriormente se añadió 
a las células una solución fisiológica con calcio (1.5x10-3 M) y después de una 
incubación a temperatura ambiente durante 20 minutos se empezó el tratamiento.  
Las células se trataron a temperatura ambiente y se incubaron durante 30 minutos en 
solución fisiológica con calcio en ausencia (control) o presencia de LPS (1 µg/ml) o 
SMasa bacteriana (0.1 U/ml; Bacillus cereus). Terminado el tratamiento, se cuantificó la 
ceramida mediante inmunocitoquímica. 
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6.2. Cuantificación de ceramida mediante inmunocitoquímica 
 
Las CMLVAP fueron fijadas con formaldehído al 4% durante 20 minutos a temperatura 
ambiente. A continuación se lavaron tres veces con PBS 0.01M para rehidratar las 
células y se bloquearon y permeabilizaron durante 1 hora con una solución de bloqueo 
(PBS con 0.4% de Triton X-100 y 3% de albúmina de suero (BSA). Las células fueron 
incubadas con un anticuerpo primario de ratón anti-ceramida (1:30, MID 15B4 Enzo 
Life Sciencies, Villeurbanne, Francia) a 4ºC durante toda la noche y el día siguiente a 
37ºC por 15 minutos. Posteriormente se realizaron 3 lavados en PBS con 3% de BSA (4 
minutos por cada lavado), se añadió el anticuerpo secundario de oveja conjugado con 
isotiocianato de fluoresceína (FITC) (1:32, Jackson InmunoResearch, Europe Ltd., 
Suffolk, UK) y se incubó a 37°C durante 2 horas. Después de 3 lavados en PBS con 3% 
de BSA para retirar el exceso del anticuerpo secundario, las células se tiňeron con 4',6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI, 3x10-7 M en PBS con 3% de BSA) a 37°C durante 5 
minutos. Al final de la incubación, se lavaron las células 2 veces con PBS con 3% de 
BSA) y una vez con solo PBS. Terminados los lavados, los portas fueron montados con 
Mowiol y fotografiados al microscopio de fluorescencia, para poder analizar 
posterioremente la concentración de ceramida mediante ImageJ (versión 1.42, National 




El silenciamiento de la esfingomielinasa ácida (aSMasa, SMPD1) en cultivos de 
CMLVAP se efectuó mediante la transfección con pequeñas moléculas de ARN de 
interferencia (ARNi, en inglés small interfering siRNA) comerciales específicas para 
silenciar SMPD1 (Smpd1 Trilencer-27 Rat siRNA, OriGene, USA) y un reactivo de 
transfección (SiTran1.0, Transfection reagent designed for RNAi duplex, OriGene, 
USA) que permite de aumentar la eficiencia de transfección. El kit de OriGene 
proporciona tres diferentes ARNi específicos para la aSMasa y un control negativo 
(ARNi random). Según las instrucciones del proveedor, al menos dos de los tres ARNi 
tendrían que silenciar su diana con una eficiencia del 70%. El silenciamiento fue 
realizado con un medio Opti-MEM (Life Technologies, USA) complementado con 2% 
de suero fetal bovino SFB y solución de antibióticos (10000 UI/ml de penicilina, 10 
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mg/ml de estreptomicina y 25 μg/ml de anfotericina B). Las condiciones de transfección 
usadas fueron las recomendadas de la guía de aplicación de OriGene (tabla 3). 
 
Tabla 3. Condiciones de transfección recomendadas de de la guía de aplicación de 
OriGene. 
 
Tipo de placa Volumen final 
(μl) 
Volumen ARNi 
(5.0 μM),         





96 pocillos 120 0.3 1.5 8.5 
6 pocillos 2800 4 20 120 
 
La cantidad de células sembrada el día anterior al silenciamiento fue de 4500 
células/pocillo en las placas de 96 pocillos y 12500 células/pocillo en las placas de 6 
pocillos (confluencia del 50-70%). Siguiendo las instrucciones del kit y los cálculos 
mostrados en la tabla 3 se transfectaron las células con cada uno de los tres ARNi 
específicos para SMPD1 o con el ARNi random y se incubaron las placas durante 24 
horas en la incubadora (37ºC, 5% de CO2 y 95% de humedad). El día después del 
silenciamiento se cambió el medio a las placas de 96 pocillos con medio normal de 
crecimiento (10% de SFB, solución de antibióticos con 10000 UI/ml de penicilina, 10 
mg/ml de estreptomicina y 25 μg/ml de anfotericina B, 1% de aminoácidos no 
esenciales y 11 mg/ml de piruvato) para eliminar el efecto tóxico del siTran y algunas 
horas más tarde se efectuó el tratamiento de las células en ausencia (control) o presencia 
de concentraciones crecientes de LPS (0.01/0.1/1 µg/ml) o esfingomielinasa (SMasa) 
bacteriana (0.1 U/ml; Bacillus cereus). Aproximadamente 48 horas después del 
silenciamiento se recogió el sobrenadante de los pocillos para medir posteriormente la 
IL-6 mediante ELISA y se midió la actividad metabólica de las células mediante el 
ensayo del MTT, comparando los datos respecto al random. Las placas de 6 pocillos 
fueron usadas para verificar que el silenciamiento hubiera funcionado mediante una 
PCR cuantitativa en tiempo real. Para ello, 24 horas después del silenciamiento se 
cambió el medio con nuevo medio Opti-MEM y 48 horas después se lavaron las células 
dos veces con solución HANK’S y se congelaron a -80°C hasta el uso. Posteriormente 
se aisló el ARN total de las células mediante RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit (Qiagen, 
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Hilden, Germany), usando una solución de lisis y los reactivos del kit. El ADN 
codificante (ADNc) se obtuvo mediante transcripción inversa de 300 ng del ARN, 
siguiendo el protocolo del kit iScript de síntesis de ADNc (BioRad, Hemel Hempstead, 
UK). Las muestras de ADNc se amplificaron mediante PCR cuantitativa en tiempo real 
que se realizó usando el sistema Taqman (TaqMan PCR Master mix, Applied 
biosystems) en la unidad de Genómica y Proteómica de la Universidad Complutense de 
Madrid, empleando cebadores sentido y antisentido específicos contra las secuencias del 
gen Smpd1 que codifica para la aSMasa (tabla 4). Los resultados se normalizaron 
respecto a la GAPDH y expresaron como % respecto al control negativo random. La 
descripción detallada del aislamiento del ARN, de la trascripción inversa y de la 
amplificación mediante PCR se encuentra en la sección 11 (ANÁLISIS DE LA 
EXPRESIÓN GÉNICA). 
 
8. MEDIDA DE PROTEÍNAS (MÉTODO LOWRY) 
 
Para determinar la concentración de proteínas totales de las muestras (tejido de pulmón 
y LBA), se usó un ensayo colorimétrico que sigue el método de Lowry. Tal ensayo 
consiste en la adición de una sustancia química que es capaz de reaccionar con 
determinados residuos aminoacídicos. El resultado de estas reacciones es el cambio de 
color en la solución, que es cuantificado mediante una medida de absorbancia a 750 nm. 
Posteriormente, para determinar la concentración de proteínas totales de la muestra, al 
analizar los resultados de absorbancia, se interpola a una curva de calibración construida 
utilizando una proteína estándar, la BSA, cuya concentración es conocida. Para realizar 
tal medida se usó una solucion alcalina de tartrato de cobre (Reactivo A, Bio-Rad, 
USA), el reactivo folin diluido (Reactivo B, Bio-Rad, USA) y una solución surfactante 
(Reactivo S, Bio-Rad, USA). Para trazar la curva de referencia se emplearon 12 
concentraciones de BSA que variaron de 0 a 0.8 mg/ml de proteína y estaban preparadas 
con el mismo tampón de homogeneización de la muestra. Las diluciones de BSA y las 
muestras sin diluir (LBA del modelo de LPS y shock) o diluidas con la solución de 
homogeneización usada (1:5 o 1:10 en el LBA del modelo de shock; 1:10 y 1:20 en 
pulmón del modelo de LPS; 1:5, 1:10 y 1:25 en pulmón del modelo de shock) se 
colocaron por triplicado y por duplicado, respectivamente, en una placa de 96 pocillos. 
A continuación se añadió el Reactivo A+S (20 μl del reactivo S/ml de reativo A) en 
proporción 1:1 y finalmente el reactivo B (80% del volumen final). Después de una 
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incubación durante 15 minutos a temperatura ambiente, se leyó la placa a 750 nm y 
determinó la concentración de proteínas en las muestras mediante la interpolación de los 
valores de absorbancia con los obtenidos en la recta patrón. 
 
9. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD MIELOPEROXIDASA (MPO) 
 
Se realizó en homogenizado de pulmón utilizando un tampón fosfato (composición: 
K2HPO4 0.5 M, KH2PO4 0.1 M, pH=6) a una proporción de 500 μl de tampón fosfato 
por cada 0.1 g de pulmón. Después de una centrifugación a 13000 rpm a 4°C durante 20 
minutos, el pellet se resuspendió en 300 μl del buffer conteniendo CTAB 0.5% 
(bromuro de cetiltrimetilamonio) y, a continuación, se repitió tres veces un ciclo de 
homogenización, sonicación (20 segundos), congelación en N2 liquido y descongelación 
a temperatura ambiente. Después de centrifugar a 13000 rpm a 4°C durante 15 minutos, 
se recogió el sobrenadante y se determinó la actividad de la mieloperoxidasa (MPO) 
mediante medidas espectrofotométricas durante 12 min a 450 nm (10 μl de muestra con 
100 μl solución conteniendo 0.167 mg/ml de O-dianisidina dihidroclorhidrato y 
0.0006% H2O2). La actividad de la MPO se evaluó sobre una cantidad total de proteínas 
de 4 μg por cada muestra y se expresó como porcentaje respecto al control [Moral-Sanz 
et al., 2012].  
 
10. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD DE LA ESFINGOMIELINASA ÁCIDA 
(aSMasa) 
 
Se emplearon kits comerciales basados en un ensayo fluorimétrico (Cayman) (figura 
11). Se determinó en homogenizado de pulmón usando la solución de aSMasa incluida 
en el kit (acetato de sodio 50 mM, pH=5), según la relación 0.01 g de pulmón en 100 μl 
de la solución de aSMasa. Después de una incubación en hielo durante 15 minutos, los 
homogenizados se centrifugaron a 13000 rpm a 4°C durante 10 minutos. A 
continuación, el sobrenadante se recogió, sonicó durante 5 segundos y se siguió el 
protocolo del kit para determinar la actividad de la aSMasa mediante lecturas a 535 nm 
y 590 nm en el fluorómetro Varioskan (una lectura cada 30 segundos por un total de 30 
minutos). La actividad se determinó en un total de proteinas de 45.7 μg (modelo de 
LPS) o 35.7 μg (modelo de shock) y se expresó como porcentaje respecto al control 
[von Bismarck et al., 2008].  
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Figura 11. Esquema del ensayo fluorimétrico para medir la actividad de aSMasa. 
 
11. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN GÉNICA 
 
Los estudios de expresión génica que se presentan en este trabajo se han realizado 
mediante RT-PCR (Transcripción Inversa-Reacción en Cadena de la Polimerasa). Esta 
técnica de gran sensibilidad nos permite comparar entre distintos grupos experimentales 
los niveles de expresión de pequeñas cantidades de ARNm. El aislamiento del ARN 
total a partir de CMLVAP de rata con aSMasa silenciada o del ADN a partir del plasma 
de rata para determinar la translocación bacteriana (modelo de shock hemorrágico 
traumático) se realizó mediante RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit o QIAamp DNA Mini 
Kit (Qiagen, Hilden, Germany), respectivamente. El lisado celular y el plasma añadido a 
la solución del kit se centrifugó a 10000g o 6000g durante 3-1 minutos respectivamente. 
El sobrenadante o el plasma+buffer se mezcló con un volumen igual de etanol al 70% 
provocando la precipitación del ARN o ADN, el cual se retenía y purificaba en las 
columnas proporcionadas en el kit siguiendo el protocolo recomendado por la casa 
comercial. Finalmente, el ARN o el ADN se disolvió en citrato de sodio (pH=6.4) y se 
mantuvo a -80ºC. La concentración del ARN o ADN purificado se midió mediante 
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determinación espectrofotométrica a 260 nm usando el equipo NanoDrop 1000 (Thermo 
scientific, USA). El ADNc derivado de CMLVAP de rata se obtuvo mediante 
transcripción inversa de 300 ng de ARN, siguiendo el protocolo del kit iScript de 
síntesis de ADNc (BioRad, Hemel Hempstead, UK). Las muestras de ADN se 
amplificaron mediante PCR cuantitativa en tiempo real que se realizó usando el sistema 
Taqman (TaqMan PCR Master mix, Applied biosystems) en la unidad de Genómica y 
Proteómica de la Universidad Complutense de Madrid, empleando cebadores sentido y 
antisentido específicos contra las secuencias de los productos que se citan a 
continuación (tabla 4). Los resultados se normalizaron respecto a la expresión de 
GAPDH. La determinación de la translocación bacteriana fue realizada a través de una 
sonda y cebadores sentido y antisentido específicos para el gen 16 S rADN (tabla 4). La 
sonda y los cebadores se basan en regiones de identidad dentro del gen 16 S rADN 
derivadas de la alineación de las secuencias de la mayoría de los grupos de bacterias 
[Nadkarni et al., 2002]. El ADN de E.Coli se usó como control positivo. 
 
Tabla 4. Secuencias de los cebadores y de la sonda empleados en esta Tesis Doctoral.   
 
 Secuencia 5’-3’ 
aSMasa 
 




Cebador comercial de Applied Biosystems con referencia 
Rn01775763_g1 




12. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN PROTEICA 
 
Para el análisis de le expresión proteica se usaron pulmones de rata derivados de los 
modelos animales, que fueron homogenizados en un tampón de homogenización, cuya 
composición es: Trizma® Pre-set crystals con pH 7.5 (Sigma, España), DL-ditiotreitol  
(DTT) 1M (Sigma, España), un agente surfactante, NP40 1% (Roche Diagnostics 
GmbH, Alemania) y una batería de inhibidores de proteasas (Protease inhibitor cocktail 
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tablets, Roche Diagnostics GmbH, Alemania). El homogeneizado resultante se mantuvo 
30 minutos en hielo y posteriormente fue centrifugado a 4ºC, a una velocidad de 10000 
rpm durante 30 minutos. Se recogió el sobrenadante y se determinó la concentración 
proteica mediante el método de Lowry.  
 
Se utilizó la técnica del Western Blot para la separación de las proteínas (20-25 µg) 
mediante una electroforesis SDS-PAGE (a temperatura ambiente y 90 V) siguiendo el 
método de Laemmli en un sistema de mini-geles (Bio-Rad) de acrilamida (9-10%). Se 
hirvió una cantidad igual de proteínas de cada muestra a 99ºC durante 5 minutos y 
posteriormente se cargó en el gel de acrilamida. Después de la electroforesis, las 
proteínas fueron trasferidas a membranas de polivinildifluoruro (PVDF) durante dos 
horas a 400 mA en hielo. A continuación, las membranas fueran tratadas con una 
solución de leche libre de grasa al 5% p/v para el bloqueo de uniones inespecíficas y 
posteriormente se incubaron con el correspondiente anticuerpo primario (tabla 5A) 
durante toda la noche a 4ºC. El día siguiente, después de una serie de lavados en T-TBS 
(NaCl 0.5M, Tris pH 7.5 0.02M, tween 20 0.1% y agua milliQ) se incubaron las 
membranas durante 1 hora a temperatura ambiente con un anticuerpo secundario 
conjugado con peroxidasa de rábano (tabla 5B). 
 
Tabla 5. Características de los anticuerpos primarios (A) y secundarios (B) empleados 
en esta Tesis Doctoral. 
A) 
Anticuerpo Especie Dilución Casa comercial 
Anti-
aSMasa 
Cabra 1:1000 en leche 5% p/v Santa Cruz Biotechnology
Anti-
GAPDH 
Ratón 1:10000 en leche 5% p/v Sigma-Aldrich 
 
B) 
Anticuerpo Especie Dilución Casa comercial 
Anti-Cabra Conejo 1:30000 en BSA 1% p/v Sigma-Aldrich 
Anti-Ratón Cabra 1:10000 en leche 1% p/v Calbiochem 
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Después de 4 lavados en T-TBS y un último en TBS (NaCl 0.5 M, Tris pH 7.5 0.02 M y  
agua milliQ) las bandas se visualizaron mediante quimioluminiscencia (ECL, 
Amersham Pharmacia Biotech, UK; SuperSignal West Femto Chemiluminescent 
Substrate, Thermo Scientific, USA) y se cuantificaron utilizando un programa de 
análisis densitométrico de imagen (Quantity One, Bio-Rad Laboratories). Los valores 
de cada banda de la proteína en estudio fueron corregidos por los valores obtenidos de 
la banda de una proteína control (gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, GAPDH) y 




Los pulmones derivados de los modelos animales fueron fijados con formol al 4% y 
embebidos en parafina para su posterior procesamiento en cortes de 1 mm de grosor. 
Los cortes fueron fotografiados y analizados mediante ImageJ (versión 1.42, National 
Institute of Health, USA). Sistemáticamente el pulmón izquierdo (modelo de instilación 
intratraqueal de LPS) o derecho (modelo de shock hemorrágico traumático) de cada 
animal se fijaba in situ por medio de una inyección de formol a través de la tráquea y, a 
continuación, se incluía en parafina. Posteriormente, se realizaron cortes que fueron 
teñidos con hematoxilina/eosina para su análisis. El tamaño del edema localizado 
alrededor de los vasos sanguíneos se analizó mediante el programa informático ImageJ 
(versión 1.42, National Institute of Health, USA), restando el diámetro interior del 
edema, que corresponde al diámetro del vaso mismo, al diámetro exterior del edema. Se 
calculó también el % del área del edema en función del tamaño del vaso (area 
edema/diámetro vaso x 100). Para determinar el número de células inmunes se usó el 




Todos los fármacos se obtuvieron de Sigma (España) excepto: desipramina (Tocris, 
UK), D609 (Santa Cruz Biotechnology, USA), TAK-242 (Calbiochem, Alemania), el 
anticuerpo primario de ratón anti-ceramida (MID 15B4 Enzo Life Sciences, Francia), el 
anticuerpo secundario de oveja conjugado con isotiocianato de fluoresceína (FITC) 
(Jackson InmunoResearch, Europe Ltd., UK). Los fármacos fueron disueltos en agua 
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desionizada excepto el D609, la dexametasona y el TAK-242 que fueron disueltos en 
DMSO. La concentración del vehículo DMSO fue ≤ 0.1%. 
 
15. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 
En todos los grupos experimentales se analizó si los datos se ajustaban a una 
distribución normal mediante el test de normalidad de D'Agostino-Pearson y cuando los 
datos tenían una distribución gaussiana se analizaron los resultados mediante pruebas 
paramétricas y se representaron mediante la media ± el error estándar de la media 
(e.e.m.) para un determinado número de anillos de arterias pulmonares o células o 
muestras (n) de distintos animales. En caso contrario, los datos fueron analizados 
mediante pruebas no paramétricas y expresados como medianas en un diagrama de caja 
y bigotes. Los resultados experimentales se analizaron comparando las medias mediante 
la prueba t de student para muestras pareadas, no pareadas o ANOVA de una vía o dos 
vías seguido de un test post hoc de Dunnett o Bonferroni para observaciones múltiples. 
El el caso de datos no paramétricos se utilizó la prueba de Kruskal-Wallis seguido del 
test de comparación múltiple de Dunn. Los gráficos de supervivencia se construyeron 
de acuerdo con el método de Kaplan-Meier y se utilizó la prueba de log-rank para 
comparar curvas. En todos los casos se consideró un valor de P <0.05 como 


























1. PAPEL DE LA ESFINGOMIELINASA ÁCIDA Y DE LA IL-6 EN EL 
MODELO DE DPA INDUCIDO POR LPS 
 
1.1. Efectos del LPS y de la SMasa exógena sobre la producción de ceramida, IL-6 
y nitrito in vitro 
 
La exposición a LPS indujo un aumento en la producción de ceramida e IL-6 en las 
CMLVAP y de nitrito en anillos de AP de rata (figura 12). De forma similar, la SMasa 
exógena, enzima que degrada la esfingomielina, liberando ceramida y fosfocolina, 
aumentó los niveles de ceramida y de IL-6 en las CMLVAP de rata pero no afectó de 
forma significativa la producción de nitrito en las AP de rata. 
Puesto que estos resultados sugieren que la producción de ceramida podría modular la 
inflamación vascular y podría ser activada por el LPS in vitro, decidimos caracterizar el 
posible papel de la vía SMasa-ceramida en la respuesta inflamatoria vascular y 
disfunción vascular pulmonar inducida por endotoxina in vitro. 
 
1.1.1. Regulación de la producción de la IL-6 en células de músculo liso vascular de 
 arteria pulmonar  
 
Tal y como muestra la figura 13, el aumento en la producción de IL-6 inducido por LPS 
se inhibió de forma dependiente de concentración por el antagonista del receptor TLR4 
TAK-242 (A), el glucocorticoide dexametasona (B), el inhibidor de TAK-1 5z-7-
oxozeaenol (D), los inhibidores de aSMasa D609 (E) y desipramina (F) y el antagonista 
de los receptores de la serotonina 5HT2A sarpogrelato (G). En cambio, la concentración 

















































Figura 12. Efectos del LPS y de la SMasa exógena sobre la producción de ceramida, 
IL-6 y nitrito. Variación en los niveles de ceramida (A) y de IL-6 (C) en CMLVAP y de 
la producción de nitrito (D) en AP de rata incubados en condiciones control (CTRL) o 
en presencia de LPS (1μg/ml) o SMasa exógena (0.1 U/ml). En el panel (B) se muestran 
3 fotos representativas de CMLVAP de rata obtenidas mediante inmunocitoquímica con 
un anticuerpo anti-ceramida. Cada columna representa la media ± e.e.m (ceramida e 
IL-6: n=2-6; nitrito n=8-23 anillos de AP de 4-20 ratas diferentes). ** y *** indican 
p<0.01 y p<0.001 frente a control, # y ### indican p<0.05 y p<0.001 frente a LPS 
















































































































Figura 13. Efecto de diferentes inhibidores farmacológicos sobre la producción de 
IL-6 inducida por el LPS en las CMLVAP de rata. Efectos del antagonista del 
receptor TLR4 TAK-242 (A), del glucocorticoide dexametasona (B), del inhibidor de 
iNOS 1400W (C), del inhibidor de TAK-1 5z-7-oxozeaenol (D), de los inhibidores de 
aSMasa D609 (E) y desipramina (F) y del antagonista de los receptores de la 
serotonina 5HT2A sarpogrelato (G). Cada columna representa la media ± e.e.m. (n=2-
12 experimentos, cada experimento se realizó por triplicado). *, ** y *** indican 
p<0.05, p<0.01 y p<0.001 respectivamente, frente a LPS control (t de student o 
ANOVA de una vía seguido de un test post hoc de Dunnett según corresponda). 
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Figura 14. Efectos de diferentes inhibidores farmacológicos sobre la producción de 
IL-6 inducida por la SMasa en las CMLVAP de rata. Efectos de TAK-242 (A), 
dexametasona (B), 1400W (C), 5z-7-oxozeaenol (D), D609 (E) y desipramina (F) y 
sarpogrelato (G). Cada columna representa la media ± e.e.m. (n=3-10 experimentos, 
cada experimento por triplicado). *, ** y *** indican p<0.05, p<0.01 y p<0.001 
respectivamente, frente a SMasa control (t de student o ANOVA de una vía seguido de 




Asimismo, la liberación de IL-6 inducida por la SMasa exógena presentó una 
sensibilidad similar a la estimulada por el LPS puesto que fue insensible al inhibidor de 
iNOS 1400W y sensible al glucocorticoide dexametasona, al inhibidor de TAK1, al 
inhibidor de los receptores de serotonina 5HT2A y a los inhibidores de la aSMasa D609 
y desipramina (figuras 14A-G). La potencia de estos fármacos fue similar para inhibir la 
respuesta de LPS y de SMasa (figuras 13 y 14). Sin embargo, a diferencia de lo que 
ocurría en las células estimuladas con LPS, la producción de IL-6 tras la exposición a 
SMasa exógena no se vio modificada por el antagonista TAK242 lo que sugiere que los 
efectos de la SMasa exógena sobre la IL-6 son independientes de TLR4. 
 
1.1.2. Efectos del silenciamiento de la esfingomielinasa ácida en células de músculo  
 liso vascular de arteria pulmonar de rata 
 
Puesto que los resultados obtenidos empleando inhibidores farmacológicos sugerían que 
la activación de la aSMasa estaba implicada en la vía de señalización inducida por el 
LPS y que modula la producción de IL-6 en AP de rata, decidimos confirmar estos 
datos silenciando la expresión del gen que codifica para la enzima aSMasa (SMPD1) en 
las CMLVAP de rata. Se utilizaron dos tipos de moléculas pequeñas de ARN de 
interferencia (ARNi) específicas (en inglés small interfering RNA) para el gen SMPD1 
(SMPD1C y SMPD1B) y un control negativo (RNAi random, rnd) en las CMLVAP de 
rata. La figura 15A muestra que ambos ARNi redujeron la expresión del gen de la 
aSMasa (un 80% en el caso de SMPD1B y un 75% el SMPD1C). Además, la reducción 
en los niveles de expresión de la aSMasa inhibió significativamente el aumento de IL-6 
inducido por el LPS, (figura 15B), pero no modificó de forma significativa los efectos 
inducidos por la SMasa exógena (figura 15C) confirmando los datos in vitro anteriores 
































































































Figura 15. Silenciamiento de la aSMasa. (A) Efectos de los ARNi sobre la expresión 
del ARNm de SMPD1. Variación en los niveles de IL-6 tras el tratamiento con (B) LPS 
(0.01/0.1/1 µg/ml) y (C) SMasa exógena (0.1 U/ml). Los valores de IL-6 están 
corregidos por el número de células viables. Los resultados están expresados como los 
valores medios ± e.e.m. (n=3-4 experimentos, cada uno por triplicado). */#, **/## y 
***/### indican p<0.05, p<0.01 y p<0.001 respectivamente, frente a random/control 
de cada grupo (Fig.A: ANOVA de una vía seguido de un test post hoc de Dunnett; Fig. 
B: ANOVA de dos vías seguido de un test post hoc de Bonferroni). En la gráfica (C), ** 
y *** indican p<0.01 y p<0.001 frente a control de cada grupo y ns indica la no 
significatividad frente a SMasa random (ANOVA de dos vías seguido de un test post 




1.1.3. Variación de la producción de nitrito en anillos de arterias pulmonares de  
 rata  
 
Puesto que los datos obtenidos in vitro demostraron que la aSMasa modulaba la 
producción de IL-6 inducida por el LPS en las CMLVAP de rata mediante un 
mecanismo que parecía ser independiente de iNOS, decidimos analizar la concentración 
de nitrito en anillos de AP de rata, para ver si había algún tipo de interacción entre la vía 
de la iNOS y la de la aSMasa. La figura 16 muestra que mientras el 1400W redujo 
aproximadamente de un 80% los niveles de nitritos liberados al medio por las AP de 
rata, el 5z-7-oxozeaenol no afectó el aumento de nitrito producido por LPS. Por el 
contrario, los inhibidores farmacológicos de la aSMasa D609 y desipramina dieron 
resultados contradictorios puesto que mientras que la desipramina no tuvo ningún efecto 
significativo, el D609 redujo de manera parcial pero significativa los niveles de nitritos 






























Figura 16. Papel de la aSMasa y TAK-1 en la producción de nitritos inducida por el 
LPS en AP de rata. Variación en la acumulación de nitritos inducida por LPS tras el 
tratamiento con 1400W (10-4M), 5z-7-oxozeaenol (OXO; 10-7M), D609 (10-4M) y 
desipramina (DESI; 10-5M) en anillos de AP de rata. Cada columna representa la 
media ± e.e.m. (n=3-23 de 3-20 ratas diferentes). ** y *** indican p<0.01 y p<0.001 




1.2. Efectos del LPS, de la SMasa exógena y de la IL-6 sobre la contractilidad y la   
disfunción endotelial en arterias pulmonares de resistencia de rata  
 
A continuación, se analizaron los efectos del LPS y de la aSMasa sobre la reactividad 
vascular de AP de resistencia de rata. Se analizó la contractilidad de las AP de 
resistencia en respuesta a KCl, hipoxia y diferentes vasoconstrictores (5-HT y Phe), y la 
función endotelial, realizando curvas a ACh en anillos de AP precontraídos con 5-HT.  
 
1.2.1. Caracterización de la respuesta contráctil  
 
1.2.1.1. Respuesta a KCl e hipoxia  
 
Los anillos de AP de resistencia de ratas fueron estimulados con KCl 80 mM para 
obtener una contracción que sirvió como referencia de la capacidad contráctil de las 
arterias. Además, para determinar la respuesta de los vasos a la exposición aguda de 
hipoxia, se burbujearon los canales con una mezcla de 95%N2-5%CO2 durante 15 
minutos dos veces, dejando 30 minutos de normoxia entre los dos periodos de hipoxia, 
y se confirmó que la respuesta a la hipoxia era reproducible. Los datos se expresaron 
como valores de fuerza contráctil corregidos por la superficie del vaso (mN/mm2). Los 
resultados demostraron que el LPS reducía significativamente tanto la contracción 
inducida por KCl como la vasoconstricción pulmonar hipóxica en los anillos de AP. La 
incubación de las AP con dexametasona (10-6 M) y 1400W (10-4 M) previno tanto la 
hiporrespuesta a los niveles elevados de potasio como a la exposición aguda a hipoxia 
mientras que el 5z-7-oxozeaenol (10-7 M) no fue capaz de prevenir estas alteraciones 
(figuras 17A, B). Por el contrario, aunque los anillos tratados con D609 presentaron una 
reducción en la contracción inducida por KCl, tanto en condiciones control (tabla 6) 
como tras el tratamiento con LPS (figura 17A), el D609 produjo una hiperrespuesta a 
hipoxia (figura 17B). Por último, se observó que aunque la SMasa exógena y la IL-6 no 
modificaron la capacidad de los vasos aislados para contraer a KCl, estos dos factores 
inhibieron significativamente la vasoconstricción hipóxica (figura 17B), reproduciendo 
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Figura 17. Determinación de la respuesta contráctil. Contracción de las AP de rata a 
KCl (80 mM; A) e hipoxia (B) tras incubación de 24 horas con solo medio (CTRL), LPS 
(1μg/ml), LPS-dexametasona (DEXA; 10-6 M), LPS-1400W (10-4 M), LPS-5z-7-
oxozeaenol (OXO; 10-7 M), LPS-D609 (10-4 M), SMasa (0.001 U/ml) e IL-6 
recombinante (30 ng/ml). Cada columna representa la media ± e.e.m. (n=5-52 de 4-42 
ratas diferentes). * y ** indican p<0.05 y p<0.01 frente a control, ## indica p<0.01 
frente a LPS (prueba t de student). 
 
 
Tabla 6. Determinación de la respuesta contráctil a KCl e hipoxia. Contracción de los 
anillos de AP de rata a KCl (80 mM) e hipoxia tras la incubación durante 24 horas en 
ausencia (CTRL) o presencia de dexametasona (DEXA; 10-6 M), 1400W (10-4 M), 5z-7-
oxozeaenol (OXO; 10-7 M) y D609 (10-4 M). Los datos están expresados como media ± 
e.e.m.(n=5-52 de 4-39 ratas diferentes) y analizados mediante la prueba t de student. 
 
 Contracción a KCl 
(mN/mm2) 
Contracción a hipoxia 
(mN/mm2) 
CTRL 2.148±0.3269 0.07949±0.01755 
CTRL+DEXA 10-6 M 3.549±1.170 0.1352±0.07743 
CTRL+1400W 10-4 M 1.754±0.2823 0.03346±0.01448 
CTRL+OXO 10-7 M 1.884±0.5519 0.07397±0.03432 





1.2.1.2. Respuesta a serotonina  
 
La estimulación de las AP de resistencia de rata con serotonina (3x10-8-3x10-5 M) 
indujo una respuesta contráctil de forma concentración dependiente. La figura 18 
muestra que el LPS inducía una hiperrespuesta a serotonina (A) que es parcialmente 
sensible a dexametasona (B), insensible a 1400W (C) y que fue revertida por el 5z-7-
oxozeaenol (D) y el D609 (E). Cabe destacar que tanto el 5z-7-oxozeaenol como el 
D609 no solo previnieron la hiperrespuesta inducida por el LPS sino que generaron una 
hiporrespuesta, resultando significativamente diferentes del control. Al contrario, el 
1400W no inhibió el aumento de la contracción en respuesta a serotonina inducida por 
el LPS (figura 18C). Por último, la IL-6 y la SMasa exógena indujeron también un 









































































































Figura 18. Curvas concentración-respuesta a 5-HT en AP de rata. (A) Contracción de 
AP incubadas 24 horas en ausencia (control; CTRL) o presencia de LPS (1μg/ml) con 
(B) dexametasona  (DEXA; 10-6 M), (C) 1400W (10-4 M), (D) 5z-7-oxozeaenol (OXO; 
10-7 M), (E) D609 (10-4 M). (F) Respuesta vasoconstrictora a 5-HT de AP incubadas 24 
horas en ausencia (CTRL) o presencia de SMasa (0.001 U/ml) o IL-6 (30 ng/ml). Los 
resultados están expresados como los valores medios ± e.e.m. (n=5-48 de 4-40 ratas 
diferentes).*, ** y *** indican p<0.05, p<0.01 y p<0.001 respectivamente, frente al 
control (ANOVA de dos vías seguido de un test post hoc de Bonferroni). 
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1.2.1.3. Respuesta a fenilefrina  
 
A continuación, se analizó la respuesta de las AP al agonista de receptores α-
adrenérgicos, fenilefrina. La figura 19 muestra que el LPS inducía una hiporrespuesta a 
fenilefrina, significativamente diferente del control a las concentraciones de 10-7, 3x10-7 
y 10-6 M, que fue prevenida completamente por la dexametasona (B) y el 1400W (C) y 
parcialmente por el D609 (E). Por el contrario, la incubación con el 5z-7-oxozeaenol 
(D) no fue capaz de prevenir la hiporrespuesta a Phe inducida por el LPS. Cabe destacar 
que la incubación de las AP con 1400W y con dexametasona produjo una 
hiperrespuesta a Phe, llevando a valores de contracción superiores a los del control 
(figura 19B, C), mientras que el D609 redujo las respuestas contráctiles en condiciones 
control (figura 19E). Por último, ni la IL-6 ni la SMasa exógena afectaron de forma 








































































































Figura 19. Curvas concentración-respuesta a Phe en AP de rata. (A) Contracción de 
AP incubadas 24 horas en ausencia (CTRL) o presencia de LPS (1μg/ml) con (B) 
dexametasona (DEXA; 10-6 M), (C) 1400W (10-4 M), (D) 5z-7-oxozeaenol (OXO; 10-7 
M) y (E) D609 (10-4 M). (F) Respuesta vasoconstrictora a Phe de AP incubadas 24 
horas en ausencia (CTRL) o presencia de SMasa (0.001 U/ml) o IL-6 (30 ng/ml). Los 
resultados están expresados como los valores medios ± e.e.m. (n=5-35 de 4-32 ratas 
diferentes).* y *** indican p<0.05 y p<0.001 frente al control (ANOVA de dos vías 
seguido de un test post hoc de Bonferroni). 
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1.2.2. Caracterización de la función endotelial: respuesta a acetilcolina  
 
La función endotelial se valoró analizando la respuesta a concentraciones crecientes de 
acetilcolina (ACh) en anillos de AP que fueron previamente contraídos con serotonina. 
Los resultados se expresaron como porcentaje de relajación respecto a la contracción 
máxima de serotonina. La figura 20 muestra que la incubación de las AP con LPS (A) 
inducía una marcada disfunción endotelial, que se prevenía por la dexametasona (B), el 
1400W (C) y el D609 (E), pero no por el 5z-7-oxozeaenol (D). Por último, la SMasa, 
pero no la IL-6, reprodujo los efectos del LPS sobre la función endotelial (figura 20F).  







































































































Figura 20. Curvas concentración-respuesta a ACh en AP de rata. (A) Efectos 
relajantes de ACh sobre AP tratadas 24 horas en ausencia (control) o presencia de LPS 
(1μg/ml) con (B) dexametasona (DEXA; 10-6 M), (C) 1400W (10-4 M), (D) 5z-7-
oxozeaenol (OXO; 10-7 M) y (E) D609 (10-4 M). (F) Relajación a ACh de AP incubadas 
en ausencia (CTRL) o presencia de SMasa (0.001 U/ml) o IL-6 (30 ng/ml). Los 
resultados están expresados como los valores medios ± e.e.m. (n=5-45 de 2-40 ratas 
diferentes). *, ** y *** indican p<0.05, p<0.01 y p<0,001 respectivamente, frente al 




Puesto que la incubación durante 24 horas con IL-6 no alteró la función endotelial en las 
AP de resistencia, decidimos analizar los efectos de la exposición aguda (1h) a IL-6 (30 
ng/ml). A diferencia de lo observado en el tratamiento crónico, la administración en 
agudo de la IL-6 redujo significativamente la relajación a ACh, produciendo disfunción 












Figura 21. Efectos de IL-6 en agudo sobre la disfunción endotelial. Relajación a ACh 
de AP de resistencia de rata tras la exposición aguda a IL-6 (30 ng/ml). Los resultados 
están expresados como los valores medios ± e.e.m. (n=4-5 de 2 ratas diferentes). * y ** 
indican p<0.05 y p<0.01 frente al control (ANOVA de dos vías seguido de un test post 
hoc de Bonferroni). 
 
1.2.3. Dependencia de dosis en los efectos de D609 sobre la contractilidad y la   
 disfunción endotelial en arterias pulmonares de resistencia de rata  
 
Las AP de resistencia de rata fueron incubadas con dos concentraciones diferentes de 
D609 para analizar el efecto del fármaco sobre la contractilidad vascular y la disfunción 
endotelial en función de la concentración. Los resultados demostraron que los efectos 
del D609 sobre la contracción a KCl, la vasoconstricción pulmonar hipóxia y la función 
endotelial eran dependientes de concentración (figura 22).  
























































































Figura 22. Efectos del D609 sobre la respuesta contráctil y la disfunción endotelial. 
Contracción a KCl (80 mM; A) e hipoxia (B) y relajación a ACh (C) de las AP 
incubadas 24 horas en ausencia (control) o presencia de LPS (1μg/ml) con D609 5x10-5 
M o D609 10-4 M. Los resultados están expresados como los valores medios ± e.e.m. 
(n=6-52 de 4-42 ratas diferentes). *, ** y *** indican p<0.05, p<0.01 y p<0,001 
respectivamente, frente al control (prueba t de student o ANOVA de dos vías seguido de 
un test post hoc de Bonferroni). ## y ### indican p<0.01 y p<0.001 frente a LPS 
(prueba t de student). 
 
1.3. Efectos del LPS y del D609 sobre la contractilidad y la disfunción endotelial en 
arterias pulmonares de resistencia humanas  
 
Los efectos del LPS y del inhibidor D609 (10-4 M) sobre la contractilidad y la función 
endotelial fueron comparados y analizados también en arterias pulmonares humanas. En 
estas preparaciones, ni el LPS ni el D609 afectaron la contracción inducida por KCl 
(figura 23A). Sin embargo, el LPS indujo una disminución de la vasoconstricción 
hipóxica, mientras que el D609 provocó una hiperrespuesta a hipoxia (figura 23B), tal y 
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como observamos en AP de resistencia de rata. De forma similar a lo observado en rata, 































































Figura 23. Contractilidad y función endotelial en AP humanas. Respuesta 
vasoconstrictora a KCl (A), hipoxia (B) y relajación a ACh (C) en AP tratadas 24 horas 
con LPS (1μg/ml) en ausencia o presencia de D609 (10-4 M). Los resultados están 
expresados como los valores medios ± e.e.m. (n=4-23 de 2-15 pacientes diferentes). *, 
** y *** indican p<0.05, p<0.01 y p<0,001 respectivamente, frente al control (ANOVA 
de una vía o ANOVA de dos vías seguidos de un test post hoc de Bonferroni). # indica 









1.4. Modelo animal de DPA inducido por instilación intratraqueal de LPS en rata  
 
Teniendo en cuenta el papel de la aSMasa en la vía de señalización del LPS, nos 
planteamos analizar la posible utilidad terapéutica de la inhibición de esta enzima en un 
modelo de DPA inducido por instilación intratraqueal de LPS en rata. 
 
1.4.1. Respuesta inflamatoria pulmonar y marcadores de permeabilidad vascular 
 
En el modelo animal de DPA en rata se observó que la instilación intratraqueal de LPS 
(300 µg/Kg peso) aumentó un 30 % la actividad de la aSMasa a nivel pulmonar (figura 
24A), a pesar de no encontrarse cambios en los niveles de expresión de la proteína 
aSMasa (figura 24B), demostrando que el LPS activa la aSMasa también in vivo. 
Además, el tratamiento con D609 (50 mg/Kg peso) previno este aumento en la actividad 
























Figura 24. Determinación de la actividad y de la expresión proteica de la aSMasa in 
vivo. (A) Actividad de la aSMasa y (B) imagen representativa de un western blot que 
muestra la expresión de la proteína aSMasa (forma de 70 kDa) en homogenizado de 
pulmón. Los resultados se expresan mediante el diagrama de cajas y bigotes donde se 
representan el rango intercuartílico, las medianas y los valores máximos y mínimos de 
la actividad de la aSMasa en cada grupo (n=3-6). * indica p<0.05 frente al control 
(test de Kruskal-Wallis no paramétrico seguido de una prueba de comparaciones 
múltiples de Dunn).  
 
Una vez confirmado el aumento de la actividad de la aSMasa también in vivo, se evaluó 
la formación de edema y diferentes marcadores de permeabilidad vascular pulmonar.  






El edema pulmonar no cardiogénico es causado por un aumento en la permeabilidad 
vascular del pulmón, lo que provoca una extravasación de moléculas (por ejemplo la 
IgM) desde el plasma y un aumento de líquidos y proteínas en el intersticio pulmonar y 
en las vías respiratorias. La figura 25A muestra que la instilación intratraqueal de LPS 
provoca el desarrollo de edema pulmonar, como indica el aumento en la relación peso 
pulmonar fresco/peso pulmonar seco (Pf/Ps) y que el D609 no es capaz de prevenirlo. 
Los niveles de proteínas totales y de IgM en LBA, utilizados como marcadores de 
permeabilidad vascular pulmonar, tendían a aumentar tras la instilación con LPS, pero 
no se encontraron cambios significativos. Además, se evaluaron marcadores de 
inflamación en tejido pulmonar, LBA y plasma. La instilación intratraqueal con LPS 
provocó un aumento de células inflamatorias y la liberación de interleuquinas 
inflamatorias (IL-1β, IL-6) en el LBA y un aumento de la actividad de la enzima 
mieloperoxidasa (MPO), una enzima presente en los fagosomas de células inflamatorias 
ampliamente empleada como marcador de infiltrados pulmonares, en homogenizado de 
pulmón. El tratamiento con D609 previno el aumento de células inmunes (figura 25D) y 
de IL-6 inducidos por LPS en LBA (figura 25E), confirmando nuestros datos in vitro, 
pero no fue capaz de prevenir los efectos del LPS sobre la IL-1β (figura 25F). 
Asimismo, se analizaron los niveles plasmáticos de IL-6 (CTRL= 259.7±13.1; 
LPS=315.4±19.6; D609-LPS=275.7±3.6) e IL-1β (CTRL=21.5±5.9; LPS=140.3±71.2; 
D609-LPS=36.1±7.1), pero no se observaron diferencias significativas entre los grupos. 
Por último, se demostró que la inhibición de la aSMasa redujo el aumento de la 
actividad de la MPO inducida por instilación intratraqueal de LPS en este modelo de 



























































































































Figura 25. Evaluación de marcadores de permeabilidad vascular pulmonar e 
inflamación. Efectos de D609 sobre el edema pulmonar (A), la concentración de 
proteínas (B) y de IgM (C), el número de células inmunes (D) y la liberación de IL-6 
(E) y IL-1β (F) en LBA y sobre la actividad de la MPO (G) en homogenizado de pulmón 
inducidos por instilación intratraqueal de LPS. Los resultados son expresados mediante 
el diagrama de cajas y bigotes donde se representan el rango intercuartílico, las 
medianas y los valores máximos y mínimos del edema pulmonar en cada grupo o 
mediante columnas que representan los valores medios ± e.e.m. (n=2-9). * y ** indican 
p<0.05 y p<0.01 respectivamente, frente al control (test de Kruskal-Wallis no 
paramétrico seguido de una prueba de comparaciones múltiples de Dunn o ANOVA de 
una vía seguido de un test post hoc de Bonferroni) y # indica p<0.05 frente a LPS 




1.4.2. Análisis histológico 
 
Las lesiones vasculares comienzan por una infiltración de linfocitos y estimulación de la 
síntesis de colágeno por parte de los fibroblastos. Las lesiones vasculares, en fases 
iniciales, consisten en edema de la intíma y depósito de sustancia mucoide compuesta 
de mucoproteínas y mucopolisacáridos. En fases más avanzadas se aprecia, además, 
proliferación concéntrica de las células de la íntima, obliteración y trombosis 
intravascular. La capa media está habitualmente engrosada. En la adventicia, 
frecuentemente, se aprecia fibrosis que puede extenderse al tejido periadventicial. 
 
El análisis histológico de los cortes de pulmón del modelo de DPA in vivo confirmó la 
presencia de edema pulmonar perivascular en animales sometidos a instilación 
intratraqueal de LPS respecto al grupo control, pero no fue inhibido por el tratamiento 
con D609 (figuras 26A-C). En los mismos cortes se determinó el tamaño de los edemas, 
analizando el porcentaje del área de edema en función del diámetro de los vasos por 
cada grupo. La figura 26D demuestra que la administración de LPS inducía un aumento 
del área del edema en el grupo LPS respecto al control, que tampoco fue revertido por el 
D609. A través del programa Image J, se determinó también el infiltrado inflamatorio 
en los cortes de pulmón. La instilación intratraqueal de LPS incrementó el número de 
células inmunes, en correlación con el contaje de células en LBA, aunque el tratamiento 























































Figura 26. Análisis histológico. Imagen representativa (40x) de los cortes de pulmón 
teñidos con hematoxilina/eosina de control (A), LPS (B) y D609-LPS (C) (n=3-6 ratas 
de cada grupo, 1 corte por animal y 20-22 campos por cada corte seleccionados 
aleatoriamente). (D) Diagramas de cajas y bigotes donde se representan el rango 
intercuartílico, las medianas y los valores máximos y mínimos del porcentaje de edema 
en función del diámetro del vaso en cada grupo y (E) columnas que representan el 
número de células inmunes. Cada columna representa los valores medios ± e.e.m. * 
indica p<0.05 frente al control (test de Kruskal-Wallis no paramétrico seguido de una 
prueba de comparaciones múltiples de Dunn o prueba t de student). 
 
1.5. Determinación de la presión arterial pulmonar  
 
Transcurrido un periodo de 4 horas tras la instilación intratraqueal de LPS, los animales 
fueron anestesiados nuevamente para proceder al registro de la presión arterial 
pulmonar (PAP) a tórax abierto. Acoplando el animal a un ventilador mecánico y 
empleando un transductor de presión, se introdujo un catéter a través del ventrículo 




pulmonar diástolica, presión pulmonar sistólica y se calculó la media entre las dos (PAP 
media). Los resultados de este modelo de DPA in vivo demostraron que la 
administración de LPS indujo un aumento en la presión arterial pulmonar y que el D609 


















































Figura 27. Valores de la presión arterial pulmonar. Presión pulmonar diastólica (A), 
sistólica (B) y media (C) registrada in vivo. Los resultados están expresados como los 
valores medios ± e.e.m. (n=4-5). */# indican p<0.05 frente al control/LPS (ANOVA de 









2. EFECTOS DE LA ESFINGOMIELINASA ÁCIDA Y QUERCETINA EN EL 
MODELO DE SHOCK HEMORRÁGICO Y TRAUMÁTICO 
 
2.1. Mortalidad  
 
En el grupo shock, la supervivencia a los 90 minutos de la resucitación (minuto 180 del 
procedimiento) fue del 68.4% (13/19), significativamente inferior a la del grupo sham 
que fue del 100% (figura 28). En los tres grupos de tratamiento (shock+D609, 
shock+imipramina y shock+quercetina) la supervivencia fue del 75.0% (9/12), 76.9% 
(10/13) y 84.6% (2/13) respectivamente. A pesar de que se observó una menor 
mortalidad, especialmente en el grupo tratado con quercetina, el análisis de 
supervivencia Kaplan Meier (figura 28) indicó que las diferencias no eran significativas 






















Figura 28. Análisis de supervivencia Kaplan-Meier durante el período de reperfusión. 
Los animales anestesiados se sometieron a shock, a los 90 minutos fueron perfundidos 
con sangre más Ringer lactato y vehículo, D609 (20 mg/kg), imipramina (1 mg/kg) o 
quercetina (50 mg/kg), y posteriormente se dejaron un periodo adicional de 90 minutos. 
Los datos se expresan como porcentaje respecto al grupo control (n=11-20 por cada 







2.2. Presión arterial y frecuencia cardíaca  
 
Además del análisis de mortalidad, se realizó una monitorización hemodinámica 
durante todo el protocolo experimental. La Figura 29A muestra los cambios en la 
presión arterial media (PAM) en todos los grupos. Las ratas del grupo shock fueron 
sometidas a un protocolo de trauma y shock hemorrágico seguido de reperfusión. La 
laparotomía (trauma) indujo una reducción significativa de la presión arterial en los 
primeros 15 minutos. Durante los 15-30 minutos de la fase de shock, se consiguió una 
hipotensión significativa mediante la extracción de sangre hasta el objetivo de presión 
de 35 mmHg que fue mantenido durante todo el periodo de shock (30-90 minutos). La 
reperfusión produjo una hipertensión transitoria inicial durante el período de la 
reinfusión (90-120 minutos) de la sangre más Ringer lactato seguida de una fase de 
hipotensión. La fase de hipertensión fue menos marcada en los animales tratados con 
quercetina. En cambio, la hipotensión se previno parcialmente en los grupos de D609 e 
imipramina con valores de presión que no fueron significativamente distintos de los del 
grupo sham. La Figura 29B muestra los cambios en la frecuencia cardíaca (FC) en los 
cinco grupos. Durante los minutos 35-90 (fase de shock), la hipotensión se acompañó de 
un aumento de la frecuencia cardíaca que fue muy variable, de manera que se observó 
un aumento significativo de la frecuencia cardíaca en algunos animales del grupo shock. 
En la fase de reperfusión, desde el minuto 90 hasta el 180, la frecuencia cardíaca fue 

































Figura 29. Valores de presión arterial media (A) y de frecuencia cardíaca (B) en los 5 
grupos experimentales. Las ratas fueron sometidas a laparotomía seguida de 
hipotensión controlada (fase de shock) y posteriormente de reinfusión de la sangre 
extraída con Ringer Lactato y los fármacos o el vehículo. Los datos se muestran como 
la media ± e.e.m. * y *** indican P <0.05 y P <0.001, respectivamente, del grupo 
shock frente a sham durante la fase de shock y de reperfusión (prueba t de student o test 





2.3. Electrolitos, hematocrito y hemoglobina  
 
A través del catéter de la arteria carótida, se extrajeron muestras de sangre para poder 
determinar los cambios en la concentración de electrolitos, hematocrito y hemoglobina. 
Al final de la fase de shock, se observó un aumento de potasio (K+) y una disminución 
moderada de sodio (Na+) en plasma en el grupo de shock respecto al grupo control, 
mientras que la concentración de calcio (Ca2+) no se modificó (tabla 7). Durante la fase 
de shock se produjo anemia, como consecuencia de la hemorragia, con descenso de la 
hemoglobina (Hb) y el hematocrito, que se revirtió después del período de reinfusión. 
Los electrolitos, el hematocrito y los valores de hemoglobina al final de la reperfusión 
fueron similares en todos los grupos, excepto el grupo shock+D609 que presentó una 
concentración de sodio ligeramente más baja respecto al grupo control (tabla 7). 
 
 Fase de shock  (t = 90 min) 
Reperfusión 
(t = 180 min) 
 Na+ K+ Ca2+ Hb Hematocrito Na+ K+ Ca2+ Hb Hematocrito











































































Tabla 7. Valores de electrolitos, hematocrito y hemoglobina durante la fase de shock 
y al final de la reperfusión. Los resultados están expresados como la media ± e.e.m. ** 
y *** indican P<0.01 y P <0.001 respectivamente, frente a sham (prueba t de student). 
* indica P<0.05 frente a sham (test de Kruskal-Wallis no paramétrico seguido de una 






2.4. Gasometrías  
 
Además, se analizaron los cambios en la gasometría sanguínea. Después de 90 minutos 
de shock, los animales desarrollaron acidosis metabólica con una disminución 
significativa en el pH, exceso de bases, bicarbonato y en la concentración total de CO2 












































































Figura 30. Gasometrías. Valores de pH (A), pCO2 (B), exceso de bases (C), 
bicarbonato (D), TCO2 (E), SO2 (F) y pO2 (G) en los grupos sham y shock a los 90 
minutos (al final de la fase de shock). Los resultados están expresados mediante el 
diagrama de cajas y bigotes donde se representan el rango intercuartílico, las 
medianas y los valores máximos y mínimos en cada grupo. *, ** y *** indican P<0.05, 
P<0.01 y P<0.001 respectivamente frente a sham (prueba t de student o test de Mann 
Whitney para los datos no distribuidos normalmente). 
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Tal y como muestra la figura 31, al final del período de reperfusión, se restablecieron 
los valores de pH, pCO2, el exceso de base, bicarbonato y TCO2 en el grupo de shock 
(P>0.05 frente al grupo sham, figuras A-E), pero los animales desarrollaron hipoxemia 
con una disminución significativa en la pO2 y una tendencia similar para la SO2 (figuras 
31F, G). La hipoxemia inducida por el shock y la reperfusión no se revirtió por ninguno 
de los fármacos y paradójicamente disminuyó más tras el tratamiento con quercetina e 
imipramina. La SO2 resultó disminuida en el grupo shock, aunque de forma no 
significativa, y los fármacos no mejoraron este efecto. De hecho, la imipramina redujo 






























































































Figura 31. Gasometrías. (A) Valores de pH, (B) pCO2, (C) exceso de bases, (D) 
bicarbonato, (E) TCO2, (F) SO2 y (G) pO2 en el grupo sham, shock (CTRL), 
shock+quercetina (QUERCE), shock+imipramina (IMI) y shock+D609 a los 180 
minutos (al final de la reperfusión). Los resultados están expresados mediante el 
diagrama de cajas y bigotes donde se representan el rango intercuartílico, las 
medianas y los valores máximos y mínimos en cada grupo. ** indica P<0.01 frente a 
sham (test de Kruskal-Wallis no paramétrico seguido de una prueba de comparaciones 
múltiples de Dunn). * y *** indican P<0.05 y P<0.001 respectivamente, frente a sham 





2.5. Marcadores de inflamación y permebilidad vascular pulmonar  
 
Tras la monitorización hemodinámica y la gasometría, se evaluaron marcadores de 
inflamación y permeabilidad vascular pulmonar al final de la reperfusión. La figura 32A 
muestra que los animales sometidos a shock más reperfusión desarrollaron edema 
pulmonar, como se indica por un aumento en la relación peso pulmonar fresco/peso 
pulmonar seco (Pf/Ps). Los tres tratamientos con fármacos inhibieron el desarrollo de 
edema. Las proteínas en LBA, utilizadas como marcadores de permeabilidad vascular 
pulmonar, aumentaron en el grupo shock en comparación con el grupo sham (figura 
32B). De manera similar se observó un aumento de la IgM, sugiriendo que el origen de 
las proteínas aumentadas en el LBA es el plasma. Paradójicamente, la quercetina 
aumentó los niveles de proteínas totales y de IgM en LBA (figura 32C). En los animales 
tratados con imipramina, los niveles de proteínas e IgM no fueron distintos a los del 
grupo sham, sugiriendo que previene los cambios en la permeabilidad vascular. Sin 
embargo, el tratamiento con D609 no fue capaz de prevenir el aumento en los niveles de 
proteínas totales en el LBA, a pesar de prevenir el incremento en los niveles de IgM 
(figuras 32B, C).  
Se evaluaron también marcadores de inflamación en LBA, pulmón y plasma. Tanto el 
número de células inflamatorias en el LBA como la actividad de la MPO en pulmón, 
fueron similares entre los grupos sham y shock (figuras 32D, G). Asimismo, la 
concentración de IL-6 tanto en plasma como en LBA fue similar en los grupos sham y 
shock (figuras 32E, F). Ninguno de los tratamientos administrados modificaron estos 
parámetros inflamatorios, salvo el D609 que disminuyó significativamente la 
concentración de IL-6 en el LBA (figura 32E). 
Como se ha descrito en el apartado anteior, la aSMasa está implicada en la patogénesis 
del DPA inducido por el LPS. La figura 32H muestra que la actividad de la aSMasa se 
































































































































Figura 32. Marcadores de inflamación y permeabilidad vascular. Edema (Pf/Ps) (A), 
proteínas (B) en LBA, el ratio IgM LBA/plasma (C), células en LBA (D), IL-6 (E) en 
LBA y en plasma (F), actividad de mieloperoxidasa (MPO; G) y de aSMasa (H) en el 
grupo sham, shock (CTRL), shock+quercetina (QUERCE), shock+imipramina (IMI) y 
shock+D609 al final del periodo de reperfusión. Los resultados están expresados 
mediante el diagrama de cajas y bigotes donde se representan el rango intercuartílico, 
las medianas y los valores máximos y mínimos en cada grupo. *, ** y *** indican 
P<0.05, P<0.01 y P<0.001 frente a sham (ANOVA de una vía seguido de un test post 
hoc de Dunnett o test de Kruskal-Wallis no paramétrico seguido de la prueba de 




2.6. Análisis histológico  
 
El análisis histológico de los cortes de pulmón del modelo de shock hemorrágico 
traumático sugirió la presencia de edema pulmonar perivascular en animales sometidos 
a shock y reperfusión respecto al grupo control, pero que no llegó a ser significativa 
(figuras 33A-E). Los fármacos no redujeron la presencia de tal edema. En los mismos 
cortes se determinó el tamaño de los edemas, analizando el porcentaje del área de 
edema en función del diámetro de los vasos por cada grupo. La figura 33F muestra que 
en el grupo shock, el área del edema tiende a aumentar respecto al grupo sham, pero sin 
ser significativo. El tratamiento con fármacos no revirtió este efecto, aunque la 
imipramina parece acercarse más a los valores del grupo sham. Por último, a través del 
programa Image J, se determinó el infiltrado inflamatorio en los cortes de pulmón. La 
figura 33G muestra que el shock indujo un pequeño aumento en el número de células 
inmunes, pero no se encontraron diferencias significativas entre los grupos, lo que se 





























































































Figura 33. Análisis histológico. Imagen representativa (40x) de los cortes de pulmón 
teñidos con hematoxilina/eosina de sham (A), shock (B), shock+quercetina (C), 
shock+imipramina (D), shock+D609 (E) (n=1 corte y 20-22 campos seleccionados 
aleatoriamente de 3-5 ratas de cada grupo). (G, H) Diagramas de cajas y bigotes 
donde se representan el rango intercuartílico, las medianas y los valores máximos y 
mínimos del porcentaje de edema en función del diámetro del vaso y del número de 
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2.7. Translocación bacteriana  
 
La pérdida de función de la barrera intestinal que tiene lugar en el shock hemorrágico 
traumático es uno de los eventos iniciales implicados en el desarrollo de DPA. Como 
consecuencia de este fenómeno se detecta la translocación bacteriana que consiste en el 
paso de bacterias desde la luz del intestino hacia el medio interno, con la aparición de 
bacteriemias endógenas y de infecciones a distancia, especialmente en el pulmón, y de 
sepsis abacteriémicas por absorción de endotoxina y otros productos bacterianos. 
Por esta razón analizamos, en nuestro modelo de shock hemorrágico traumático, 
analizamos la presencia del ADN bacteriano en plasma. Para este análisis se empleó 
como control positivo E. coli, se diseñaron cebadores dirigidos contra las regiones 
conservadas del gen 16 S rADN y se efectuó una PCR cuantitativa en tiempo real. Los 
resultados demostraron que no había ADN bacteriano en el plasma de ninguno de los 





































1. MODELO DE DPA INDUCIDO POR LIPOPOLISACÁRIDO (LPS) 
 
1.1. Papel de la vía SMasa-ceramida en la respuesta inflamatoria vascular inducida 
por endotoxina in vitro  
 
Los resultados presentados en esta Tesis Doctoral muestran que la exposición a LPS 
estimula la producción de IL-6 en el músculo liso vascular pulmonar, a través de un 
mecanismo que es sensible a glucocorticoides y en el que intervienen la activación de la 
aSMasa, TAK-1 y los receptores de serotonina 5HT2A, pero que es independiente de 
iNOS. Además, la exposición a SMasa exógena mimetiza los efectos del LPS puesto 
que estimula la liberación de IL-6 por las CMLVAP y este efecto muestra una 
sensibilidad a inhibidores farmacológicos similar al LPS, con excepción del antagonista 
de TLR4 TAK-242, lo que sugiere que los efectos de la SMasa son independientes de 
TLR4. 
 
La IL-6 es una molécula secretada por diferentes tipos celulares incluyendo células 
endoteliales, CMLV o fibroblastos, y que activa mecanismos tanto proinflamatorios 
como antiinflamatorios. Además, esta interleuquina tiene un papel crucial en la 
diferenciación y maduración de las células inmunes y en su correcta función en 
situaciones de estrés [Cross and Matthay, 2011]. Un gran número de evidencias 
sugieren que niveles elevados de IL-6 se correlacionan con un mayor riesgo de 
desarrollar enfermedades cardiovasculares [Collaboration et al., 2012]. Estudios 
recientes demuestran que la IL-6 está elevada en plasma y LBA, tanto en modelos 
experimentales como en pacientes en estado crítico con DPA, y que niveles elevados de 
IL-6 o de su receptor soluble (sIL-6R; agonista endógeno de IL-6) se asocian con un 
aumento de la mortalidad [Cross and Matthay, 2011; Park et al., 2001]. Además, la IL-6 
parece modular la respuesta inflamatoria y el remodelado vascular pulmonar en un 
modelo experimental de HP inducida por hipoxia en ratón [Savale et al., 2009] y su 
sobreexpresión estimula la proliferación de las CMLV, reduciendo el lumen de los 
vasos y produciendo HP [Steiner et al., 2009]. Además, la IL-6 no tiene solo efectos 
sobre el remodelado vascular, sino que es capaz de modular directamente el tono 
vascular puesto que es capaz de inhibir la eNOS a través de un mecanismo que implica 
la inhibición de Akt y la estabilización de las interacciones entre la eNOS y la 
caveolina-1 [Hung et al., 2010]. Asimismo, se ha observado que la IL-6 puede estimular 
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la producción de serotonina, uno de los principales vasoconstrictores y estimulantes de 
la proliferación de las CMLVAP implicados en el desarrollo de la HP, si bien este 
mecanismo de regulación parece ser bidireccional [Ito et al., 2000; Kubera et al., 2005; 
Miyata et al., 2001; Zhang et al., 2001]. Por último, estudios recientes han identificado 
polimorfismos en el gen de la IL-6 asociados con el desarrollo de enfermedades 
inflamatorias e HP en pacientes con EPOC [Chaouat et al., 2009]. Por el contrario, otras 
evidencias sugieren que la IL-6 liberada por las células hematopoyéticas podría tener un 
papel protector al reducir la disrupción de la barrera alveolar en un modelo de DPA 
inducido por ventilación mecánica [Wolters et al., 2009]. Todas estas evidencias 
sugieren la posible implicación de la IL-6 en alteraciones de la vascultura pulmonar y en 
enfermedades pulmonares, razón por la cual nos hemos centrado en el papel de la IL-6 
en el DPA. 
 
Por otro lado, evidencias recientes sugieren un importante papel de los esfingolípidos 
en el desarrollo pulmonar y en los procesos de daño y reparación pulmonar [Tibboel et 
al., 2014]. La ceramida, generada de novo o por acción de las esfingomielinasas, se 
produce en respuesta a diversos estímulos de estrés celular e inflamación. Esta molécula 
juega un papel importante como segundo mensajero intracelular en la regulación de 
procesos celulares clave como la diferenciación, el crecimiento, la apoptosis o la 
inmunidad innata y adquirida. En este sentido, nuestro grupo ha demostrado que la 
ceramida desempeña un papel crucial en el control del tono vascular pulmonar y que, de 
hecho, la producción de ceramida es un evento temprano y necesario en la cascada de 
señalización de la VPH, que conduce a la activación de PKCζ, la producción de ERO, la 
inhibición de los canales Kv, la vasoconstricción y el aumento de la presión pulmonar 
[Cogolludo et al., 2009a; Frazziano et al., 2011; Moral-Sanz et al., 2011]. Evidencias 
más recientes sugieren que la activación de la nSMasa podría ser un mecanismo 
conservado en tejidos especializados en detectar cambios de oxígeno como el ductus 
arteriosus [Moreno et al., 2014]. Los esfingolípidos están también implicados en la 
respuesta inflamatoria y un elevado número de evidencias experimentales y clínicas 
indican un papel crítico de la forma secretada de la aSMasa en la patogénesis del DPA y 
de la sepsis. Así, la aSMasa se considera un mediador clave del edema pulmonar en 
modelos experimentales de DPA [Goggel et al., 2004], es secretada por las células 
endoteliales ante un estímulo bacteriano y sus niveles plasmáticos aumentan en 
pacientes en estado crítico [Claus et al., 2005]. De hecho, un aumento en la actividad 
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aSMasa en plasma o en monocitos se ha descrito tanto en modelos experimentales como 
en pacientes con sepsis, en los que se ha correlacionado con un aumento de la 
mortalidad [Claus et al., 2005; Delogu et al., 1999; Drobnik et al., 2003]. La inhibición 
de la aSMasa por D609 o imipramina limita la formación de edema pulmonar causado 
por el factor activador de plaquetas (PAF) o LPS [Goggel et al., 2004]. Estos 
descubrimientos sugieren que la inhibición de la aSMasa podría ser una diana 
terapéutica útil en el tratamiento de DPA y sepsis. 
La desipramina y el D609 son dos compuestos no relacionados químicamente que 
tienen en común su capacidad de inhibir la esfingomielinasa ácida. La desipramina es 
un metabolito activo de la imipramina, la cual es un antidepresivo tricíclico que se 
utiliza principalmente en el tratamiento de la depresión mayor. También se ha utilizado 
en el trastorno de pánico y enuresis. El D609 es conocido por sus propiedades 
antivirales, antitumorales y sus efectos son ampliamente atribuidos a la inhibición de la 
enzima esfingomielinasa ácida. Tanto la desipramina como el D609 son utilizados como 
inhibidores de la aSMasa y, en algunos estudios se ha observado que reducen la 
formación de edema inducido por PAF [Yang et al., 2010], razón por la cual se eligieron 
como fármacos en esta Tesis Doctoral.  
Nuestros resultados demuestran que la exposición in vitro de CMLVAP a LPS induce 
un aumento en la liberación de ceramida y que la inhibición de la aSMasa (mediante 
D609, desipramina o técnicas de silenciamiento génico) previene el aumento de IL-6 
inducido por el LPS, sugiriendo que la activación de esta enzima podría modular la 
inflamación vascular inducida por el LPS in vitro. Otros trabajos también han 
demostrado que el LPS es capaz de aumentar la producción de ceramida en líneas de 
macrófagos de ratón [MacKichan and DeFranco, 1999] o en macrófagos alveolares 
humanos [Monick et al., 2001]. De hecho, el grupo de Gary W. Hunninghake propone 
que la síntesis de ceramida es un evento temprano en la señalización del LPS y que la 
activación del complejo TLR4 podría provocar la interacción con la enzima 
esfingomielinasa. En este sentido, algunos autores sugieren que la activación de la 
aSMasa, la producción de ceramida y la activación de PKCζ podrían ser los 
responsables de la activación de TLR4 por el LPS y el reclutamiento de moléculas 
adaptadoras [Cuschieri et al., 2007; Cuschieri et al., 2004; Pfeiffer et al., 2001]. De 
hecho, la administración de SMasa o de ceramida exógenas parece ser capaz de activar 
respuestas inflamatorias dependientes de TLR4 en ciertos tipos celulares [Fischer et al., 
2007]. Sin embargo, nuestros datos muestran que en las CMLVAP la SMasa exógena 
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estimula la producción de IL-6 a través de un mecanismo que es independiente de 
TLR4. 
Entre los fármacos antiinflamatorios, los glucocorticoides han sido uno de los 
tratamientos más investigados en el SDRA. Los glucocorticoides atenúan la 
inflamación, y aumentan el flujo tisular en modelos experimentales de shock séptico, lo 
que contribuye al aumento en la supervivencia de poblaciones seleccionadas [Chatterjee 
et al., 2007]. Tratamientos prolongados con dosis moderadas de glucocorticoides 
reducen la unión de NF-κB al ADN y la transcripción de TNF-α e IL-1β. En modelos 
animales de DPA, el tratamiento con dosis moderadas de glucocorticoides mejora el 
intercambio de gases, la dependencia del ventilador mecánico, la difusión de la 
inflamación a órganos extrapulmonares y reduce la disfunción cardiovascular [Annane, 
2007]. Sin embargo, el efecto del tratamiento prolongado con glucocorticoides sobre la 
supervivencia en el SDRA sigue siendo controvertido. Así, mientras que un estudio 
monocéntrico aleatorizado [Annane, 2007] mostró un aumento en la tasa de 
supervivencia en los pacientes tratados con glucocorticoides a los 7 días del 
establecimiento del SDRA, otro ensayo clínico multicéntrico [Annane, 2007] no 
encontró ningún beneficio sobre la supervivencia y, de hecho, sugiería que si los 
glucocorticoides se administraban cuando la enfermedad ya estaba avanzada, podían 
potenciar el daño. Así, dosis altas de corticosteroides producen efectos secundarios 
como hipertensión, hiperglucemia, tromboembolismo, disfunción gastrointestinal y un 
incremento del riesgo de infecciones mortales [Chatterjee et al., 2007].  
 
La caracterización de la vía de señalización activada por el LPS y la SMasa exógena ha 
revelado además un papel clave de la quinasa TAK1 en la producción de IL-6 en 
CMLVAP. TAK-1 es un miembro de la familia de las proteínas quinasas quinasas 
quinasas activadas por mitógenos (MAPKKK) que es activado por ligandos de 
receptores TLR y mediadores inflamatorios tales como la IL-1β o TNFα [Broglie et al., 
2010]. Dentro de las vías de señalización intracelular activadas por los receptores de 
inmunidad innata, TAK-1 parece ser un elemento esencial que modula la activación de 
las MAPKs y el factor NF-κB y regula, por tanto, la expresión de mediadores 
inflamatorios, incluyendo la IL-6 [Broglie et al., 2010]. Además, nuestros datos apoyan 
la idea de que la activación de TAK-1 actúa como un mediador de los efectos de la 
ceramida [Shirakabe et al., 1997] puesto que la liberación de IL-6 por las CMLVAP tras 
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el tratamiento con SMasa exógena se redujo significativamente al inhibir TAK-1 con 
5z-7-oxozeaenol.  
 
Por último, los efectos observados con el inhibidor de la iNOS, 1400W, y el antagonista 
de los receptores 5-HT2A, sarpogrelato, sugieren que la producción de IL-6 en las 
CMLVAP de rata sería independiente de la inducción de iNOS pero dependería, al 
menos parcialmente, de la serotonina (5-HT) ), confirmando hallazgos anteriores de 
otros grupos.  
 
1.2. Relación entre la vía de iNOS y aSMasa 
 
Puesto que los resultados obtenidos in vitro sugerían que la aSMasa modulaba la 
producción de IL-6 mediante un mecanismo independiente de la vía de iNOS, 
decidimos analizar la posible interacción entre estas dos vías. Nuestros datos in vitro 
sugieren que, a diferencia del LPS, la SMasa exógena no es capaz de modificar 
significativamente los niveles de nitrito en las CMLVAP de rata. Estos datos parecen 
entrar en conflicto con estudios previos que sugieren que la vía de la SMasa estimula la 
expresión de iNOS mediada por LPS y citoquinas en astrocitos o células gliales de rata 
[Pahan et al., 1998]. Sin embargo, es importante destacar que la exposición a SMasa o 
ceramida en estas células tampoco tiene ningún efecto directo sobre la producción de 
NO sino que potencia la producción de NO y la expresión de iNOS estimulados por 
LPS o citoquinas, posiblemente como consecuencia de una interacción a nivel de NF-
kB. Desconocemos si este fenómeno sinérgico ocurre también en las CMLVAP.  
El análisis de la contribución de la vía aSMasa-TAK-1 en los efectos inducidos por el 
LPS sobre la iNOS dio resultados contradictorios. Así, mientras que ni el 5z-7-
oxozeaenol ni la desipramina fueron capaces de modificar la producción de nitritos, el 
D609 redujo los niveles de nitritos en un 40%. mostrando, por lo tanto, una falta de 
correlación con los datos previos que sugerían que estas dos vías eran independientes. 
De nuevo, las evidencias disponibles no nos permiten excluir la posibilidad de que 
exista una interacción entre la vía de la iNOS y de la aSMasa o que estos resultados 





1.3. Papel de la aSMasa y la IL-6 en el desarrollo de disfunción vascular pulmonar 
inducida por endotoxina in vitro 
 
Aunque sabemos desde hace décadas que el desarrollo de disfunción vascular pulmonar 
e HP es relativamente frecuente en pacientes con SDRA [Price et al., 2012; Ryan et al., 
2014; Zapol and Snider, 1977], ha sido recientemente cuando se ha demostrado que el 
aumento de las resistencias vasculares pulmonares (RVP) es un factor que se asocia de 
forma independiente con una mayor mortalidad [Bull et al., 2010]. Aunque la 
introducción de las estrategias de ventilación protectoras probablemente habrá limitado 
también la gravedad de la HP en los pacientes con SDRA, es importante destacar que el 
aumento de la mortalidad con el aumento de las RVP encontrado en este estudio ocurre 
en el contexto de estrategias de ventilación protectora definidas por protocolo por lo que 
son imprescindibles más estudios para caracterizar el papel y la naturaleza de la 
disfunción vascular pulmonar en el SDRA de la era de la ventilación protectora [Bull et 
al., 2010; Price et al., 2012; Ryan et al., 2014]. 
 
Los resultados presentados en el apartado 1.2 de esta Tesis Doctoral demuestran que la 
exposición in vitro a LPS induce en las AP disfunción endotelial y genera un patrón de 
cambios en la reactividad vascular que es específico del vasoconstrictor analizado. Así, 
mientras que el LPS es capaz de inhibir la vasoconstricción pulmonar inducida por 
fenilefrina o por hipoxia en AP de rata y humano, aumenta la vasoconstricción inducida 
por serotonina y produce una marcada disfunción endotelial. Estos resultados contrastan 
con los obtenidos en arterias sistémicas, en las cuales el LPS induce la expresión de 
iNOS e inhibe la contractilidad vascular de forma generalizada, lo que explicaría en 
último término la hipotensión y el shock inducido por la sepsis [Cartwright et al., 
2007a; Cartwright et al., 2007b]. Sin embargo, nuestros datos confirman los hallazgos 
obtenidos en otros modelos de DPA, tanto inducido por endotoxina como por 
ventilación mecánica, en los que el patrón de alteraciones en la circulación pulmonar es 
específico del vasoconstrictor analizado [Griffiths et al., 1997; Menendez et al., 2013; 
Villamor et al., 1995]. 
 
El empleo de inhibidores farmacológicos nos ha permitido caracterizar los mecanismos 
implicados en las alteraciones en la reactividad vascular inducida por el LPS. De forma 
resumida, las evidencias presentadas en esta Tesis Doctoral sugieren que el fracaso de la 
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VPH y la disfunción endotelial inducida por el LPS, tanto en AP de rata como de 
humano, implican la activación de la aSMasa, son sensibles a glucocorticoides e 
inhibidores de la iNOS pero son independientes de TAK-1. Por otro lado, la 
hiperrespuesta vascular a serotonina inducida por LPS es dependiente de la aSMasa y de 
TAK-1, es parcialmente sensible a glucorticoides pero es independiente de iNOS. Por 
último, la hiporrespuesta a fenilefrina se previene mediante la inhibición de iNOS y es 
independiente de la aSMasa. De forma similar, la SMasa exógena y la IL-6 reproducen 
los efectos del LPS sobre la VPH, la respuesta contráctil inducida por la serotonina y la 
disfunción endotelial pero no inducen hiporrespuesta a fenilefrina. Cabe destacar que el 
hecho de que la IL-6 potencie los efectos vasoconstrictores de la serotonina sugiere que, 
en las AP, la relación entre estos dos mediadores es bidireccional, confirmando de 
nuevo hallazgos previos de otros grupos [Miyata et al., 2001; Zhang et al., 2001]. En 
base a los resultados obtenidos proponemos que el LPS induce disfunción vascular 
pulmonar a través del mecanismo de señalización representado en el diagrama 1. 
 
Los efectos observados con el glucocorticoide dexametasona y el inhibidor de la iNOS 
1400W sugieren que la inducción de genes sensibles a los corticosteroides, entre ellos la 
iNOS, serían los principales responsables de la hiporrespuesta a fenilefrina y 
modularían, al menos parcialmente, la inhibición de la VPH y la disfunción endotelial. 
Un gran número de estudios han demostrado que la inducción de la iNOS inhibe la 
vasoconstricción mediada por agonistas α-adrenérgicos e inhibe la función endotelial, 
probablemente como consecuencia de la formación de peroxinitrito, tanto en AP 
[Menendez et al., 2013] como en arterias sistémicas [Cartwright et al., 2007a; 
Cartwright et al., 2007b]. En este sentido, cabe destacar que tanto la dexametasona 
como el 1400W potenciaron la vasoconstricción inducida por fenilefrina en AP 
incubadas en condiciones control. Estos efectos podrían sugerir deficiencias en el 
protocolo de extracción e incubación de las preparaciones vasculares que fueran 
responsables de la inducción de iNOS en nuestras condiciones “control” y, por otra 
parte, podrían reflejar un aumento de la expresión de los receptores α-adrenérgicos por 
parte del glucocorticoide [Girod and Brotman, 2004; Sakaue and Hoffman, 1991; 
Ullian, 1999]. Por otro lado, el hecho de que la inhibición de iNOS no fuera capaz de 
modificar el exceso de vasoconstricción pulmonar inducida por la serotonina en las AP 
incubadas con LPS parece apoyar la idea de que la contracción producida por serotonina 
es bastante resistente a la inducción de la iNOS en las AP [Menendez et al., 2013]. 
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Aunque el papel de iNOS en la VPH es más controvertido, existen también estudios 
previos que sugieren que la inhibición de iNOS es capaz de preservar parcialmente la 
VPH durante los procesos asociados a endotoxemia [Ichinose et al., 2003; Spohr et al., 
2005; Ullrich et al., 1999]. Sin embargo, esta protección parcial sugiere que el fracaso 
de la VPH durante la endotoxemia debe estar mediado, al menos en parte, por otros 
mecanismos distintos a la simple vasodilatación pulmonar como consecuencia del 
exceso de producción de NO. 
 
Nuestro estudio revela que la activación de la aSMasa representa un nivel adicional de 
modulación tanto de la VPH como de la disfunción endotelial. Así, el inhibidor de la 
aSMasa D609 fue capaz no solo de prevenir la disfunción endotelial y la inhibición de 
la VPH inducidas por el LPS sino que indujo una fuerte potenciación de la VPH en las 
AP de rata y humano. Aunque desconocemos los mecanismos a través de los cuales la 
aSMasa modula la función endotelial y la VPH en nuestro sistema, la falta de eficacia 
del 5z-7-oxozeaenol para prevenir dichas alteraciones sugiere que estos efectos son 
independientes de la activación de TAK-1. Durante los últimos años, se han ido 
acumulando evidencias que sugieren que distintos miembros de la familia de los 
esfingolípidos pueden modular directamente la producción de NO. De hecho, los 
esfingolípidos pueden modular la expresión y actividad de la eNOS, y desempeñan un 
papel importante en su compartimentalización e interacción con moduladores negativos 
y positivos como Akt o Caveolina-1 [Clementi et al., 2003; Maniatis et al., 2006; Smith 
et al., 2006]. De forma similar, estudios previos sugieren que la IL-6 es capaz de inhibir 
la activación de eNOS a través de un mecanismo que parece implicar la inhibición de 
Akt y la estabilización de la interacción entre eNOS y caveolina-1 [Andreozzi et al., 
2007; Garcia-Cardena et al., 1996; Hung et al., 2010]. Puesto que nuestros datos 
sugieren que tanto la SMasa exógena como la IL-6 son capaces de inducir disfunción 
endotelial en AP aisladas, si bien con un curso temporal diferente, una posibilidad 
interesante es que la inducción de aSMasa y la consiguiente producción de IL-6 
interfiera con la vía PI3K-Akt y favorezca la interacción entre eNOS y caveolina-1 
reduciendo así su actividad y desencadenando la marcada disfunción endotelial presente 






En pacientes con SDRA, se considera que la VPH tiene un efecto protector sobre el 
intercambio gaseoso [Marshall et al., 1994], a pesar de que algunos estudios sugieran 
que la VPH diseminada pueda contribuir también al incremento de PAP encontrada en 
estos pacientes [Benzing et al., 1997; Brimioulle et al., 2002; Marshall et al., 1994]. De 
hecho, a pesar de que tradicionalmente se ha considerado que el SDRA provoca el 
colapso de los alvéolos y el fracaso de la VPH lo cierto es que las respuestas 
vasoconstrictoras a la hipoxia muestran gran variabilidad entre los pacientes y modelos 
experimentales, con estudios mostrando tanto una potenciación [Frank et al., 1996; 
Griffiths et al., 1997; Liu et al., 1992; Menendez et al., 2013; Zelenkov et al., 1993] 
como una inhibición de la VPH [Chang et al., 1987; Huttemeier et al., 1982; Schuster et 
al., 2002; Ullrich et al., 1999; Weir et al., 1976]. Nuestros resultados van en la línea de 
estos últimos estudios puesto que confirman que la exposición a endotoxina in vitro 
inhibe la VPH en AP aisladas de rata y humano. Asimismo, el hecho de que tanto la 
dexametasona como el 1400W restauren solo parcialmente la VPH en las AP tratadas 
con LPS sugiere que, aunque el exceso de NO pueda contribuir a este fracaso [Liu et al., 
1991], deben existir mecanismos distintos a la inducción de la iNOS que expliquen este 
fenómeno [Spohr et al., 2005; Ullrich et al., 1999]. En esta Tesis Doctoral se presentan 
por primera vez evidencias que sugieren la participación de la aSMasa en el fracaso de 
la VPH inducido por LPS. Así, los datos presentados revelan que la inhibición de forma 
crónica de la aSMasa es capaz, no solo de prevenir la inhibición de la VPH por el LPS 
sino que, la potencia significativamente. Puesto que nuestro grupo ha descrito 
recientemente que la activación de la nSMasa, y la consiguiente producción de ceramida 
son eventos tempranos y necesarios en la VPH [Cogolludo et al., 2009a; Frazziano et 
al., 2011], una posibilidad interesante es que la activación de diferentes isoformas de la 
SMasa por la hipoxia (nSMasa) y la sepsis (aSMasa) resultara en una inhibición 
competitiva de los mecanismos de señalización. Además, debemos considerar que la 
inhibición continuada de la aSMasa por el D609 puede estar modulando los niveles 
intracelulares de otros esfingolípidos, a parte de la esfingomielina o la ceramida. Así, la 
inhibición de la SMasa podría favorecer el metabolismo de la esfingomielina por otras 
vías y dar lugar, por ejemplo, a un aumento de la producción de esfingosilfosforilcolina 
(SPC). De hecho, esto es lo que aparentemente ocurre en los pacientes con la 
enfermedad de Niemann-Pick, enfermedad lisosomal asociada a la deficiencia en 
aSMasa, que presentan niveles anormalmente elevados de SPC en hígado, bazo o 
cerebro [Rodriguez-Lafrasse and Vanier, 1999]. Cabe destacar además, que el grupo de 
163
Discusión 
los Dres Philip Aaronson y Jeremy Ward ha descrito recientemente que la SPC es capaz 
de potenciar la reactividad vascular de las AP a diferentes estímulos a través de la 
activación de mecanismos implicados en la VPH como son la producción de ERO 
mediada por las NADPH oxidasas vasculares o la apertura de canales de calcio 
dependientes de voltaje [Shaifta et al., 2015; Snetkov et al., 2008]. En cualquier caso, y 
a pesar de que desconocemos el mecanismo a través del cual el D609 es capaz de 
potenciar esta respuesta fisiológica, nuestros hallazgos sugieren que la aSMasa podría 
representar una diana farmacológica que nos permitiría manipular la VPH 
especialmente en situaciones asociadas a inflamación. 
 
1.4. Efectos de la inhibición de la aSMasa en el modelo de DPA inducido por LPS 
in vivo 
 
Puesto que nuestros datos sugieren que la activación de la aSMasa está implicada no 
sólo en la respuesta inflamatoria desencadenada por el LPS sino también en el 
desarrollo de la disfunción endotelial y el aumento de las respuestas contráctiles a 
serotonina, el siguiente objetivo que nos planteamos fue el de analizar si la inhibición 
farmacológica de la aSMasa podría ser útil en un modelo in vivo de DPA asociado a 
hipertensión pulmonar.  
 
El LPS es un importante mediador de la sepsis en respuesta a bacterias gram-negativas, 
y la administración sistémica de LPS fue, de hecho, una de las primeras estrategias 
utilizadas para demostrar las consecuencias de la sepsis bacteriana. La lesión producida 
por el LPS in vivo parece originarse inicialmente en el endotelio capilar y se desarrolla 
rápidamente después de su administración [Fujita et al., 1998; Wang et al., 2007]. La 
respuesta hemodinámica al LPS administrado por vía intravenosa se caracteriza por una 
fase inicial de leucopenia, disminución del gasto cardíaco, y una caída en la presión 
arterial sistémica acompañada de un aumento en la presión arterial pulmonar [Taveira 
da Silva et al., 1993]. La administración intratraqueal de LPS se caracteriza por una 
mayor infiltración de PMN en los espacios aéreos y un aumento de los niveles de 
citoquinas inflamatorias y albúmina en el LBA, principalmente en las primeras 24 horas 
[Matute-Bello et al., 2008]. Los resultados presentados en el apartado 1.4 confirman que 
el modelo que hemos utilizado de instilación intratraqueal de LPS reproduce la mayor 
parte de estas alteraciones, incluyendo el reclutamiento de células inflamatorias (tal y 
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como evidencia el número de células presentes en LBA, el análisis de la actividad MPO 
o el análisis histológico), las alteraciones en la permeabilidad vascular (desarrollo de 
edema y aumento de IgM en LBA), el aumento de la producción de citoquinas (IL-1β, 
IL-6) a nivel pulmonar y sistémico o el aumento de la PAP. Nuestros datos confirman 
además que la administración intratraqueal de LPS induce un aumento en la actividad 
de la aSMasa pulmonar, a pesar de que no encontramos cambios en sus niveles de 
expresión.  
Estos datos contrastan con lo descrito por otros autores en pacientes con sepsis (Claus et 
al., 2005) o en modelos animales de DPA inducido por PAF [Goggel et al., 2004] en los 
que el aumento de la actividad de la aSMasa se correlacionaba con un aumento de sus 
niveles de expresión. Sin embargo, nuestros hallazgos son similares a los descritos por 
Claus y sus colaboradores [Claus et al., 2005] tras la administración intravenosa de 
endotoxina a ratones en los que se encontró un aumento de la actividad, pero no de la 
expresión, de la aSMasa plasmática. Estos autores sugieren que dicho aumento en la 
actividad de la aSMasa se produciría como consecuencia de modificaciones post-
translacionales producidas por el estrés oxidativo asociado a la inflamación sistémica. 
Puesto que la ceramida es capaz de estimular la producción de ERO en diferentes tipos 
celulares [Frazziano et al., 2011], el mantenimiento de estas condiciones oxidativas 
podría actuar como un mecanismo de retroalimentación positiva. Otros mecanismos 
implicados en el control de la actividad de la aSMasa incluyen lípidos como el 
fosfatidilinositol, proteínas como las proteínas SAP o modificaciones del pH. En los 
últimos años, Zeidan y colaboradores han publicado una serie de estudios que 
demuestran que la actividad de la aSMasa está sometida a regulación por fosforilación a 
nivel de la serina 508 mediada por la proteína PKC δ [Zeidan and Hannun, 2007; 
Zeidan et al., 2008a; Zeidan et al., 2008b]. 
 
Una vez confirmado que el LPS estimula la aSMasa in vivo, analizamos los efectos del 
D609 encontrando que este fármaco no solo inhibía el aumento de la actividad aSMasa 
pulmonar tras la administración del LPS sino que era capaz de prevenir el aumento de 
IL-6 en LBA, de la actividad de la MPO en pulmón y limitar el aumento de la PAP. Sin 
embargo, el desarrollo de edema pulmonar y el aumento en la producción de IL-1β 
parecen ser resistentes a la inhibición de la aSMasa. Estos resultados parecen estar en 
completo desacuerdo con el papel de la aSMasa en el edema pulmonar inducido por 
PAF o LPS descrito por el grupo del Profesor Uhlig [Goggel and Uhlig, 2005] o el 
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inducido por hemorragia y reperfusión descrito en otro capítulo de esta tesis. Sin 
embargo, es importante destacar que, a pesar de no alcanzar significación estadística, sí 
que observamos una tendencia en los animales tratados con D609 a presentar tanto un 
menor grado de edema (estimado como la relación peso fresco/peso seco) como niveles 
más bajos de IgM en el LBA. Además, en el estudio de Goggel y colaboradores solo se 
consiguió una prevención completa del edema al administrar de forma conjunta D609 y 
ácido acetilsalicilíco. 
 
En definitiva, los resultados del modelo de DPA in vivo confirman el papel de la 
aSMasa en la respuesta inflamatoria y la hipertensión pulmonar inducida por el LPS 
(Diagrama 1) y sugieren que la aSMasa podría ser una diana terapéutica para el 
tratamiento de la disfunción vascular pulmonar asociada a infecciones bacterianas.  
 
 








2. MODELO DE SHOCK HEMORRÁGICO TRAUMÁTICO 
 
2.1. Cambios hemódinamicos  
 
El daño de órganos inducido por reperfusión después de un shock hemorrágico se asocia 
al estrés oxidativo y a un estado inflamatorio sistémico, que provoca un aumento de la 
mortalidad. No existen en este momento tratamientos eficaces para esta condición. Por 
ello, el descubrimiento de nuevos tratamientos efectivos tendría un gran impacto en la 
supervivencia de los pacientes.  
 
En esta Tesis Doctoral se ha demostrado que los inhibidores de esfingomielinasa y 
quercetina previenen parcialmente la disminución de la actividad de aSMasa inducida 
por reperfusión en un modelo en rata de shock hemorrágico traumático. 
 
La quercetina, probablemente a través de la inhibición de la liberación de la proteínas 
nucleares del grupo 1 de alta movilidad (high-mobility group box 1; HMGB1), atenúa la 
inflamación sistémica y reduce la mortalidad en un modelo de endotoxemia en rata 
[Tang et al., 2009]. La HMGB1 se identificó originalmente como una proteína nuclear 
que estabiliza la formación del nucleosoma y también actúa como una factor de 
transcripción, regulando la expresión de varios genes [Lotze and Tracey, 2005]. La 
HMGB1 puede ser secretada por las células de la inmunidad innata en respuesta a 
productos microbianos u otros estímulos inflamatorios [Wang et al., 1999; Yang et al., 
2004], puede ser liberada por las células dañadas, y es conocido como uno de los 
principales patrones moleculares asociados a peligro (DAMPs) [Seong and Matzinger, 
2004]. La HMGB1 fue inicialmente identificada como una citoquina inflamatoria que es 
un mediador tardío de letalidad en la sepsis [Wang et al., 1999; Yang et al., 2004]. 
Estudios recientes que sugieren que la HMGB1 también actúa como un mediador 
precoz de la inflamación contribuyendo al desarrollo de DPA después de un 
traumatismo/hemorragia [Kim et al., 2005; Peltz et al., 2009; Yang et al., 2006] y daño 
hepático debido a isquemia-reperfusión hepatica [Tsung et al., 2005], nos llevaron a 
usar este fármaco en nuestro modelo.  
 
La imipramina y el D609 son dos compuestos que, aunque no tengan relación química, 
son capaces de inhibir la esfingomielinasa ácida. Dado que en algunos estudios se ha 
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observado que reducen la formación de edema inducido por PAF [Yang et al., 2010], se 
eligieron estos fármacos para su estudio en esta Tesis Doctoral.  
 
El trauma severo es la principal causa de muerte y discapacidad en todo el mundo 
[Lozano et al., 2012]. El shock hemorrágico que se produce después de una pérdida 
muy grave de sangre asociada a trauma resulta en un estado de isquemia tisular. La 
mortalidad está directamente relacionada con la pérdida masiva de sangre o se produce 
indirectamente por fallo orgánico múltiple, debido a producción excesiva de ROS, 
respuesta inflamatoria sistémica, apoptosis y necrosis celular [Collard and Gelman, 
2001; Rushing and Britt, 2008]. En particular, la pérdida de la función gastrointestinal, 
renal, hepática y pulmonar es frecuente después del choque hemorrágico [Badin et al., 
2011; Fan, 2010; Hierholzer and Billiar, 2001]. La hemorragia es una emergencia 
médica que se presenta con frecuencia en las salas de urgencia, en los quirófanos y en la 
UCI. La pérdida significativa del volumen intravascular puede llevar a inestabilidad 
hemodinámica, disminución en la perfusión tisular, hipoxia celular, daño de órganos y 
muerte. El shock ocurre cuando hay hipoperfusión de los órganos vitales. La 
hipoperfusión puede ser debida a mal funcionamiento del miocardio (shock 
cardiogénico), infección que conduce a la redistribución del volumen circulante en el 
espacio extravascular (shock séptico), o hipovolemia por severa deshidratación o 
hemorragia (shock hipovolémico). 
 
Se han establecido modelos diferentes de shock hemorrágico y reanimación, pero 
ninguno de ellos abarca todos los aspectos importantes relacionados con la realidad 
clínica [Russell et al., 1995; Yang et al., 2006; Zhong et al., 1999]. Un breve período de 
hipotensión grave (PAM menor de 25-35 mmHg durante 20 minutos) no se traduce en 
daño mortal de órganos y no es clínicamente relevante [Stein et al., 1990]. Nuestro 
protocolo experimental de inducción de trauma dentro de los primeros 15 minutos, de 
shock hemorrágico de 75 minutos y de posterior reanimación durante 20-30 minutos, se 
orienta hacia la clínica humana y refleja de manera realista la mayor parte de las 
situaciones de emergencia [Hussmann et al., 2011]. En vista de la reproducibilidad y 
fiabilidad experimental, los modelos de presión fija son superiores a los de volumen 
fijo. En modelos animales de presión fija, el shock hemorrágico se realiza mediante la 
extracción de sangre hasta que la presión arterial deseada sea alcanzada. Durante el 
período de shock, la presión de la sangre es mantenida en este valor a través de otra 
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extracción o reinfusión de sangre, como se ha realizado en nuestro modelo animal de 
shock hemorrágico traumático en rata. El volumen de sangre circulante de los 
mamíferos no se correlaciona estrictamente con el peso corporal y no aumenta 
linealmente con el aumento del peso del cuerpo, debido a las diferencias individuales en 
la relación de volumen de sangre/masa de tejido adiposo y muscular. Por ejemplo, los 
animales más pesados suelen tener más grasa y comparativamente menos sangre. Por lo 
tanto, a diferencia de los modelos de presión fija, los modelos de volumen fijo (que se 
basan en el peso corporal) producen disminuciones variables en la presión arterial media 
(PAM) y así, en la intensidad del shock hemorrágico.  
En nuestro modelo de presión fija, se observó que el trauma producido por laparotomía 
indujo una reducción significativa de la presión arterial y a partir de los primeros 15-30 
minutos de la fase de shock, se consiguió una hipotensión significativa mediante la 
extracción de sangre hasta el valor de presión planteado de 35 mmHg, que fue 
mantenido durante todo el periodo de shock (30-90 minutos). 
Actualmente, para el tratamiento no quirúrgico de shock hemorrágico, se recomienda 
una rápida reanimación mediante el uso de cristaloides para restaurar el volumen 
intravascular y el gasto cardiaco [Finfer et al., 2010; Rossaint et al., 2006]. De hecho, en 
nuestro protocolo, al finalizar el shock hemorrágico, se rescataron los animales por la 
reinfusión de la sangre extraída con el mismo volumen de Ringer Lactato para restaurar 
la presión a los valores pre-shock, a través de la vena yugular y una bomba de infusión. 
Shires y sus collaboradores [Shires et al., 1964] han demostrado en preparaciones 
experimentales que se necesitan, además de la sangre, fluidos cristaloides (Ringer 
Lactato o solución salina normal) para restaurar la perfusión y, de hecho, su uso está 
recomendado por el Colegio Americano de Cirujanos (American College of Surgeons, 
1997). Los cristaloides son soluciones de electrolitos administrados por vía intravenosa. 
Las ventajas de estas soluciones incluyen la disponibilidad, la seguridad, y el bajo coste 
bajo [Falk et al., 1992; Shires et al., 1995]. La principal desventaja de usar soluciones 
cristaloides es su rápido movimiento del espacio intravascular hacia el espacio 
extravascular, así que se necesita administrarlas más veces [Gould et al., 1993; Lucas, 
1990] y hay el riesgo de provocar edema pulmonar [Davies, 1989]. Entre las soluciones 
cristaloides, se prefiere el Ringer lactato a la solución salina normal para evitar acidosis 
hiperclorémica asociada con el uso prolongado de soluciones ricas en sodio [Dubick and 
Wade, 1994; Vassar et al., 1993]. Sin embargo, esta práctica es controvertida porque la 
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restauración agresiva del volumen intravascular con un rápido aumento en la presión 
sanguínea, antes de controlar la hemorragia, puede conducir a un aumento de la 
mortalidad [Hussmann et al., 2011]. Por lo tanto, se ha propuesto la reanimación 
controlada con líquidos en pequeños volúmenes antes de parar el sangrado [Barrantes et 
al., 2008]. En nuestros experimentos, el protocolo de administración del fármaco al 
inicio de la reanimación se orientó también clínicamente, con el fin de analizar los 
efectos potenciales para prevenir el daño por reperfusión en la UCI. La reperfusión 
produjo una hipertensión transitoria inicial durante el período de la reinfusión de la 
sangre con Ringer lactato. Ésto fue seguido por los eventos característicos de shock 
asociado a daño de órganos, como una fase hipotensiva e hipoxemia. La quercetina 
impidió la fase hipertensiva, pero no corrigió la hipoxemia e hipotensión inducidas por 
el shock y la reperfusión. En cambio, la hipotensión se previno parcialmente en los 
grupos de D609 e imipramina con valores de presión que no fueron significativamente 
distintos de los del grupo sham.  
En el shock hemorrágico, una pérdida aguda en el volumen de sangre conduce a una 
compensación simpática mediada por la vasoconstricción periférica, taquicardia y 
aumento de la contractilidad miocárdica, que a su vez aumenta la demanda miocárdica 
de oxígeno, a un nivel que no puede ser mantenida. Cuando la función de bomba del 
corazón se haya deprimida, se ponen en marcha una serie de mecanismos 
compensadores para tratar de mantener el gasto cardíaco y asegurar el riego de los 
órganos jerárquicamente superiores (circulación coronaria y cerebral). En esta 
redistribución juega un papel importante la vasoconstricción mediada por el sistema 
nervioso simpatico. Simultáneamente, la hipoperfusión tisular derivada de la 
vasoconstricción precapilar conduce a metabolismo anaeróbico y acidosis [Marzi, 
1997]. La hipoxia tisular, acidosis y la liberación de mediadores diferentes conducen a 
una respuesta inflamatoria sistémica [Falk et al., 1992; Marzi, 1997]. El paso inicial en 
cualquier reanimación del paciente es asegurar entonces una vía aérea y permitir una 
oxigenación adecuada. En cuanto a la frecuencia cardíaca, aunque nos esperábamos 
observer un aumento, se encontró un aumento solo en algunos animales durante los 35-
90 minutos, antes de poner los fármacos mientras que en la fase de reperfusión fue 
similar en todos los grupos. La mortalidad en el grupo shock fue relativamente baja, 
alrededor de un 30% y se observó una tendencia no significativa a que los fármacos, 
170
Discusión 
especialmente la quercetina (15%), seguida de la imipramina (23%) y del D609 (25%), 
aumentaran la supervivencia. 
 
2.2. Alteraciones de electrolitos, hematacrito y hemoglobina  
 
Como ya hemos comentado anteriormente, la reducción del volumen sanguíneo, de la 
presión sanguínea y del gasto cardiaco debidos a la hemorragia severa dan lugar a la 
disminución de la perfusión tisular y de la liberación de oxígeno [Gutierrez et al., 2004; 
Torres Filho et al., 2010; Tung et al., 1976]. Posteriormente, hay un aumento en el 
metabolismo anaeróbico que eleva el lactato y disminuye el bicarbonato (HCO3-), lo que 
resulta en acidosis metabólica y reducción de pH [Tung et al., 1976]. Puesto que la 
liberación de oxígeno disminuye, las células que sufren hipoxia activan la glucólisis 
anaeróbica, que se refleja por el aumento de la concentración de lactato en sangre 
después de la hemorragia grave [Torres Filho et al., 2010; Torres et al., 2004]. En 
nuestro estudio, no se midió la concentración de lactato pero se determinó el exceso de 
bases (BE), un índice que representa la diferencia entre la cantidad total de base tampón 
que el sujeto tiene y lo que debería tener, siendo el valor normal 0 ± 3 mEq/L. Cuando 
el BE baja, se debe a una acidosis metabólica. Estudios recientes sobre roedores 
sometidos a hemorragia demostraron que los supervivientes tenían un BE mayor 
respecto a los no supervivientes [Kerger et al., 1996; Torres Filho et al., 2010]. El BE 
calculado refleja los efectos combinados de las concentraciones de bicarbonato y H+ en 
sangre. Una disminución en el BE está estrechamente asociada con el aumento de la 
demanda de oxígeno [Rixen et al., 2001; Rixen and Siegel, 2005], que es la cantidad de 
oxígeno consumido por encima de los niveles de reposo después del ejercicio y se ha 
utilizado como un predictor de la mortalidad después de la hemorragia [Davis et al., 
1998; Krishna et al., 1998; Rixen and Siegel, 2005]. En nuestro modelo, confirmando lo 
descrito anteriormente, los animales desarrollaron acidosis metabólica con una 
disminución significativa en el pH, exceso de bases y bicarbonato (HCO3-) después del 
shock hemorrágico, aunque no se encontraron cambios en la saturación del oxígeno y 
paradójicamente la presión parcial de O2 resultó más alta en el grupo shock respecto al 
grupo sham.  
Los iones de bicarbonato constituyen uno de los tampones más importantes en la sangre 
[Petronis, 2010] y sus concentraciones están estrechamente relacionadas con el dióxido 
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de carbono (CO2) en la sangre. En combinación, la presión parcial de CO2 (pCO2) y el 
HCO3- se utilizan para calcular la concentración total de CO2 (TCO2). De hecho, los 
resultados presentados mostraron una disminución significativa en el bicarbonato y 
ningun cambio en la pCO2 en el grupo shock, pero se observó una reducción 
significativa en la TCO2 con valores ligeramente superiores a los del HCO3-.  
Según trabajos recientes, a nivel tisular y en la sangre venosa se puede producir bien, un 
aumento de la pCO2 durante la hemorragia grave [Marik, 2006; Sato et al., 1998; Van 
der Linden et al., 1995] o bien una disminución [Hannon et al., 1990; Torres Filho et al., 
2010; Torres et al., 2004], debida probablemente a la hiperventilación que se produce 
como un mecanismo de compensación respiratoria para neutralizar la acidosis 
metabólica [Rose et al., 2013]. Aunque en nuestros experimentos no hubo una variación 
en la pCO2 respecto al grupo sham, la concentración total del dióxido de carbono resultó 
disminuida, confirmando la presencia de acidosis metabólica característica del shock 
hemorrágico.  
 
Al final del período de reperfusión, se restablecieron los valores de pH, exceso de bases, 
bicarbonato y TCO2 en el grupo de shock, pero los animales desarrollaron hipoxemia 
con una disminución significativa en la pO2 y una tendencia similar en la SO2. Los 
fármacos no revirtieron la hipoxemia inducida por el shock y la reperfusión.  
 
Recientemente, se ha demostrado que la acidosis metabólica inducida por hemorragia 
afecta la homeostasis del potasio y aumenta su concentración en la sangre [Torres Filho 
et al., 2010], que puede causar la muerte [Torres et al., 2004]. Asimismo, nuestros datos 
mostraron un aumento del K+ al final de la fase de shock respecto al grupo sham. La 
hiperpotasemia que se produce puede también tener efectos adversos sobre las 
funciones cardiovasculares y neuromusculares [Schaefer and Wolford, 2005; Terkildsen 
et al., 2007]. La actividad de la Na+-K+-ATPasa se sabe que está alterada en condiciones 
isquémicas, resultando en un aumento del eflujo de potasio a través de la membrana 
celular o una reducción de su entrada. En última instancia, hay evidencias de que una 
disminución de K+ causa apoptosis [Yu, 2003]. Aunque en nuestro modelo el potasio 
resultó incrementado después de la hemorragia, la concentración del sodio disminuyó, 
coincidiendo con algunos estudios [Day and Friedman, 1980; Torres Filho et al., 2010], 
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pero no con otros [Coleman and Glaviano, 1964]. Entre los electrolitos, el calcio no 
cambió al final de la fase de shock. El calcio ionizado tiene funciones múltiples y su 
alteración (hipocalcemia o hipercalcemia) se asocia con una mayor mortalidad en 
pacientes en estado crítico [Egi et al., 2011]. Sin embargo, no hay diferencias tempranas 
en los niveles de calcio entre los sobrevivientes y no sobrevivientes sea en ratas [Torres 
Filho et al., 2010] como en humanos [Kaplan and Kellum, 2004]. En un estudio, las 
diferencias en la concentración de calcio se observa después de 3 días de trauma [Ward 
et al., 2004]. De acuerdo con estos estudios, no encontramos ninguna diferencia en el 
calcio ionizado entre el grupo sham y shock.  
Como era esperable, durante la fase de shock se produjo también anemia, como 
consecuencia de la hemorragia con descenso de hemoglobina (Hb) y hematocrito. La 
hiponatremia, hiperpotasemia y la anemia se revirtieron tras la reinfusión de sangre más 
Ringer Lactato. 
 
2.3. Inflamación y permeabilidad vascular  
 
El shock hemorrágico inicia una respuesta inflamatoria caracterizada por la regulación 
positiva de la expresión de citoquinas y la acumulación de neutrófilos en tejidos 
diferentes. Estos cambios son prominentes en pulmones e hígado y probablemente 
contribuyen al daño tisular y a la disfunción después del shock. Los mecanismos por los 
cuales la hemorragia desencadena esta respuesta inflamatoria permanecen poco 
conocidos. Además de la liberación sistémica de agentes proinflamatorios, también las 
ERO se producen tras isquemia/reperfusión. Estudios recientes sugieren que el aumento 
de la producción de NO es el resultado de un aumento de la expresión de iNOS que 
contribuiría a la señalización proinflamatoria en estado de shock hemorrágico. La 
isquemia global y la respuesta inflamatoria en shock hemorrágico son los eventos 
iniciales de activación para el desarrollo del SDRA, una causa importante de muerte en 
los pacientes de trauma. Además de la infiltración leucocitaria polimorfonuclear en el 
espacio alveolar y de la producción de citoquinas, se observa también daño alveolar-
capilar y epitelial y formación de edema pulmonar. 
 
El modelo descrito en esta Tesis Doctoral se asocia, al final del período de reperfusión, 
con hipotensión, hipoxemia, edema pulmonar, aumento de la permeabilidad vascular 
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pulmonar y 30 % de mortalidad. Sin embargo, encontramos pequeños cambios en los 
marcadores inflamatorios, ninguna evidencia histológica de la lesión pulmonar aguda 
con las características membranas hialinas y ni translocación bacteriana. El edema 
pulmonar se demostró por un incremento en la proporción peso pulmonar fresco/peso 
pulmonar seco (Pf/Ps) en el grupo shock y esto se acompañó por un aumento de las 
proteínas totales en LBA. Sin embargo, los marcadores de inflamación como la 
mieloperoxidasa, IL-6 en LBA y en plasma y la infiltración de células en LBA fueron 
similares en los grupos shock y sham. Todos los fármacos previnieron la formación de 
edema. Los flavonoides se describieron inicialmente, en los años 1930-1950, como 
protectores de la permeabilidad de los capilares vasculares [Rusznyak et al., 1936]. 
Además, evidencias recientes demuestran que en el DPA inducido por ácido o por 
lavado broncoalveolar repetido, el tratamiento con D609 o imipramina atenúa el edema 
pulmonar y mejora la oxigenación [Goggel et al., 2004; von Bismarck et al., 2008]. Esto 
explica el efecto preventivo de los fármacos sobre el edema inducido por reperfusión. 
Sin embargo, los cambios en las proteínas totales en LBA no fueron inhibidos por la 
quercetina y el D609, pero sí por la imipramina, mientras que el aumento de la IgM se 
previno por ambos inhibidores de la aSMasa. 
 
Como se ha descrito en la introducción de esta Tesis, hay evidencias de que los 
esfingolípidos podrían ser una diana terapéutica en el SDRA [Tibboel et al., 2014]. Se 
ha demostrado que la activación de la aSMasa y el aumento de los niveles de ceramida 
desempeñan un papel en el daño pulmonar agudo inducido por LPS (presente Tesis 
Doctoral), por PAF [Goggel et al., 2004] y por fracaso del surfactante [von Bismarck et 
al., 2008]. En esta Tesis Doctoral se presenta por primera vez una mayor actividad de la 
aSMasa en homogenizado de pulmón sometido a shock hemorrágico y traumático y 
reperfusión, confirmando que la activación de la aSMasa es una característica común de 
los modelos animales de daño pulmonar agudo. Por otra parte, la inhibición de la 
aSMasa previene la lesión pulmonar aguda causada por PAF [Goggel et al., 2004] o 
lavados repetidos de la vía aérea [von Bismarck et al., 2008]. También se encontró que 
todos los fármacos impidieron el aumento de la actividad de aSMasa en pulmón. Por lo 
tanto, estos datos sugieren que la inhibición de la aSMasa es un mecanismo potencial de 
protección de órganos por los fármacos utilizados en esta Tesis Doctoral. De todas 
formas, la escasa presencia de marcadores inflamatorios y la ausencia de evidencias 
histológicas y de translocación bacteriana nos suguiere que el modelo de shock 
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hemorrágico traumático realizado en esta tesis doctoral indujo un daño pulmonar leve. 

































1. La exposición a LPS induce una activación de la aSMasa en el músculo liso 
vascular pulmonar, aumentado la síntesis de ceramida. La exposición a SMasa 
exógena reproduce muchos de los efectos del LPS incluyendo la producción de IL-
6, la hiperrespuesta vascular a la 5-HT, la disfunción endotelial y la inhibición de la 
VPH. 
 
2. La activación de la aSMasa por el LPS está implicada en la producción de IL-6 a 
través de un mecanismo sensible a glucocorticoides en el que intervienen la TAK-1 
y los receptores de serotonina 5HT2A, pero independiente de iNOS.  
 
3. La inhibición de la VPH y la disfunción endotelial inducida por el LPS tanto en 
arterias pulmonares de rata como en humanas implica la activación de la aSMasa, es 
sensible a glucocorticoides e inhibidores de la iNOS pero independiente de TAK-1.  
 
4. La hiperrespuesta vascular a serotonina inducida por LPS es dependiente de la 
aSMasa y de TAK-1, es parcialmente sensible a glucorticoides e independiente de 
iNOS. El LPS produce también una hiporrespuesta vascular a fenilefrina que no se 
reproduce por SMasa exógena.  
 
5. La administración intratraqueal de LPS aumenta la actividad pulmonar de la 
aSMasa. Este efecto está implicado en el aumento de IL-6 en LBA, de la actividad 
de la MPO en pulmón y de la PAP. Sin embargo, el desarrollo de edema pulmonar y 
el aumento en la producción de IL-1β en LBA, son independientes de la aSMasa. 
 
6. En el modelo de shock hemorrágico traumático se produce un aumento de la 
actividad de aSMasa. La quercetina y los inhibidores de la aSMasa imipramina y 
D609 previenen parcialmente la hipotensión, la alteración de la permeabilidad 
capilar pulmonar y el desarrollo de edema pulmonar, mientras que ninguno de los 
fármacos previene la hipoxemia. 
 
7. En conjunto, la aSMasa es una nueva vía de señalización del LPS implicada en 
procesos inflamatorios y en disfunción vascular pulmonar. Los resultados de esta 
Tesis Doctoral sugieren que la aSMasa podría representar una posible diana 
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